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Osteoporoza je najpogostejša presnovna bolezen kosti, ki zaradi staranja svetovnega 
prebivalstva predstavlja vedno večje zdravstveno in socialno-ekonomsko breme. Nastane 
zaradi neravnovesja med resorpcijo in tvorbo kosti, ki se klinično kaže kot zmanjšana 
mineralna kostna gostota in porušena mikroarhitektura kosti. Posledica krhkih kosti je 
zlom, ki je povezan z večjo smrtnostjo in slabšo kakovostjo življenja. Z današnjimi pristopi 
diagnosticiranja in zdravljenja osteoporoze, spregledamo velik del bolnic, ki so 
izpostavljene večjemu tveganju za zlome. Merjenje dolžine telomer v levkocitih 
predstavlja novo potencialno orodje, ki bi lahko dopolnjevalo obstoječe metode. Telomere 
so zaščitni konci kromosomov, ki se z vsako delitvijo celice krajšajo. Zato veljajo za 
biološki kazalec staranja ter jih povezujemo s starostnimi boleznimi, med katere sodi tudi 
osteoporoza. V magistrski nalogi smo preučevali povezavo med dolžino telomer v 
levkocitih z mineralno kostno gostoto in kvaliteto trabekularne kosti pri pomenopavznih 
ženskah. V ta namen smo deoksiribonukleinsko kislino izolirali iz polne krvi in 
levkocitnega koncentrata, relativno dolžino telomer v levkocitih izmerili s pomočjo verižne 
reakcije s polimerazo v realnem času in s statistično analizo preverili povezavo med 
dolžino telomer in mineralno kostno gostoto ter kazalcem kvalitete trabekularne kosti. 
Kljub negativnemu trendu med dolžino telomer in kazalcem kvalitete trabekularne kosti ter 
pozitivnemu trendu med dolžino telomer in mineralno kostno gostoto (kolk, ledvena 
vretenca, podlaht, 1/3 radius) je povezava bila statistično neznačilna. Čeprav trend kaže, da 
so osteoporozne ženske imele v povprečju krajše telomere, je bila razlika v dolžini telomer 
v primerjavi s kontrolno skupino z in brez upoštevanjem starosti in indeksa telesne mase, 
statistično neznačilna. Statistično neznačilna z upoštevanjem kovariat je ostala tudi razlika 
v dolžini telomer med ženskami z degradirano in normalno kostno mikroarhitekturo s tem, 
da trend kaže, da so slednje imele v povprečju krajše telomere. Zaključimo lahko, da 
povezave med dolžino telomer v levkocitih in mineralno kostno gostoto ter kazalcem 
kvalitete trabekularne kosti na vzorcu 60 slovenskih pomenopavznih žensk nismo dokazali. 
Naša raziskava je prva preverjala povezavo med dolžino telomer v levkocitih in kazalcem 
kvalitete trabekularne kosti. Da bi lahko bolje ovrednotili ali krajšanje telomer v levkocitih 
odraža krhkost kosti, bi bilo potrebno izvesti velike longitudinalne študije, kjer bi med 







Osteoporosis is the most common metabolic bone disease, which, due to the aging of the 
world's population, represents an increasing health and socio-economic burden. It is caused 
by an imbalance between bone resorption and formation, that is clinically characterized as 
a reduced bone mineral density and microarchitectural deterioration of bone tissue. Brittle 
bones lead to fractures and consequently to higher mortality rate and diminished quality of 
life. Current approaches to diagnosis and treatment of osteoporosis overlook a large 
proportion of patients, who are at greater risk of fractures. Assessment of leukocyte 
telomere length represents a new potential tool, that could complement existing methods. 
Telomeres are protective ends of chromosomes, which shorten with every cell division. 
Therefore, they are considered as a biomarker of aging and are associated with age-related 
diseases, including osteoporosis. In our research we studied the association of leukocyte 
telomere length with bone mineral density and quality of trabecular bone of  
postmenopausal women. With this intention we have first isolated the deoxyribonucleic 
acid from whole blood and buffy coat, then we measured relative leukocyte telomere 
length using real-time polymerase chain reaction and at the end we statistically analyzed 
association of telomere length with bone mineral density and trabecular bone score. 
Despite the apparent negative trend between telomere length and trabecular bone score and 
despite positive trend between telomere length and bone mineral density (hip, spine, 
forearm, 1/3 radius), no statistically significant association could be demonstrated. 
Although women with osteoporosis showed trend of shorter telomere length, the difference 
in telomere length compared to control group with or without age and body mass index 
adjustments remained statistically insignificant. After adjusting for covariants the 
difference in telomere length between women with degraded bone microarchitecture and 
healthy subjects remained statistically insignificant. The latter showed trend of shorter 
telomeres. To conclude, we could not prove association of leukocyte telomere length with 
bone mineral density and trabecular bone score in studied group of 60 Slovenian 
postmenopausal women. Our research was the first which examined the association of 
leukocyte telomere length and trabecular bone score. Large longitudinal studies, in which 
the association of leukocytes telomere length with osteoporotic fractures would be 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
BC: levkocitni koncentrat (ang. buffy coat) 
Cq: kvantifikacijski cikel (ang. quantification cycle) 
DNA: deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dsDNA: dvojnovijačna DNA (ang. double stranded DNA) 
DT: dolžina telomer 
DTL: dolžina telomer v levkocitih 
DXA: dvoenergijska rentgenska absorbciometrija (ang. dual-energy X-ray absorptiometry) 
FN: vrat stegnenice (ang. femoral neck) 
FRAX: orodje za oceno tveganja za osteoporozni zlom (ang. fracture-risk assessment tool) 
inter: intertrohanter 
ITM: indeks telesne mase 
kbp: (kilo)bazni par 
LS: ledvena hrbtenica (ang. lumbar spine) 
MKG: mineralna kostna gostota  
MMC: mezenhimske matične celice 
NTC: negativna kontrola (ang. non template control) 
OPG: osteoprotegerin 
PK: polna kri 
qPCR: verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. real-time polymerase chain 
reaction) 
RANK: receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika κB (ang. receptor activator of nuclear 
factor κB) 
RANKL: ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika κB (ang. receptor activator of 




RNA: ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
ROS: reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygen species) 
ssDNA: enovijačna DNA (ang. single-stranded DNA)  
SZO: Svetovna zdravstvena organizacija 
TERC: telomerazna RNA (ang. telomerase RNA component) 
TERRA: telomerne ponovitve vsebujoča RNA (ang. telomeric repeat-containing RNA) 
TERT: reverzna transkriptaza telomeraze (ang. telomerase reverse transcriptase) 
TBS: kazalec kvalitete trabekularne kosti (ang. trabecular bone score) 
TH: celoten kolk (ang. total hip) 
TRF: analiza telomernih restrikcijskih fragmentov (ang. telomere restriction fragment 
analysis) 
troch: trohanter 
T/S: relativna dolžina telomer 
T-vrednost: razlika med izmerjeno in pričakovano MKG pri mladi, zdravi osebi, deljeno s 





Osteoporozo uvrščamo med presnovne bolezni kosti. Klinično jo opredeljuje nizka 
kostna masa in porušena mikroarhitektura kostnega tkiva. Posledica je večja krhkost 
kosti, kar poveča tveganje za zlom. Epidemiološka definicija osteoporoze temelji na 
meritvi mineralne kostne gostote (MKG). Osteoporozo opredeli kot zmanjšanje MKG 
za 2,5 ali več standardne deviacije (SD) od njene največje vrednosti v mladosti, glede na 
raso in spol. Če ima bolnik poleg nizke MKG še osteoporozni zlom, govorimo o hudi 
osteoporozi. Zmanjšanje med 1 in 2,5 SD kaže na nizko kostno maso (osteopenija), 
zmanjšanje za manj kot 1 SD pa pomeni normalno MKG (1).  
Osteoporoza je najpogostejša bolezen kosti (1). Ocenjujejo, da na svetu približno 200 
milijonov ljudi trpi za to boleznijo, zaradi staranja populacije pa pričakujejo, da bo 
prevalenca v prihodnosti še občutno narasla (2). V Sloveniji ima osteoporozo 12,4 % 
žensk med 50. in 59. letom, 27,6 % med 70. in 79. letom ter v starosti nad 80 let kar 
48,5 %. Pri moških so številke nekoliko nižje (1).  
Tveganje za nastanek osteoporoze je predvsem odvisno od največje dosežene kostne 
mase in od hitrosti izgube le-te med staranjem. Največja kostna masa je dosežena do 30. 
leta in je glede na del okostja v 60-80 % odvisna od genske zasnove (1). Osteoporoza je 
pogojena z okoljskimi dejavniki in večimi geni, katerih posamični vplivi so majhni (3). 
Največje tveganje za nastanek osteoporoze imajo starejše ženske bele ali azijske rase, z 
nizko telesno težo, zgodnjo menopavzo, ki kadijo in katerih sorodniki so doživeli zlom 
že ob manjši poškodbi (1). Ostali dejavniki tveganja so predstavljeni v preglednici I. 
 
    Preglednica I: Dejavniki tveganja za osteoporozo (povzeto po (1, 2)). 
Starost  podvojitev tveganja z vsako dekado 
Genetski ženski spol, bela/azijska rasa, osteoporozni zlom kolka pri starših 
Endokrini  zakasnela puberteta, prezgodnja menopavza, obdobja amenoreje daljša od 1. leta  
Življenjski 
slog 
pomanjkanje kalcija, prekomeren vnos alkohola, kajenje, nizka fizična aktivnost 
Drugo kronične bolezni jeter in ledvic, hipertiroza, revmatoidni artritis, zdravila 
(gukokortikoidi, antiepileptiki, heparin), nizka telesna teža (< 60 kg) 
 
Glavni zaplet bolezni je osteoporozni ali nizkoenergetski zlom, ki je povezan z večjo 
obolevnostjo, smrtnostjo in slabšo kvaliteto življenja. Zlom je posledica krhkosti kosti in 
do njega lahko pride že zaradi sile, enake ali manjše kot pri padcu s stojne višine. Z izjemo 
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posedanja vretenc zaradi delovanja gravitacije, je za zlom potreben padec. Najpogosteje 
nastajajo na mestu vretenc, zapestja, kolka in proksimalne nadlahtnice (1, 2, 4). Drugi 
pomembni dejavniki tveganja za zlom poleg MKG so še starost, nizka telesna teža, 
predhodni osteoporozni zlomi, zlom kolka pri starših, pospešena razgradnja kosti ter drugi 
dejavniki, ki ne vplivajo na presnovo kosti (npr. zmanjšana koordinacija gibov, slabša 
stabilnost zaradi druge bolezni/zdravil, kvaliteta vida, mišična moč) (1, 3). 
 
1.1.1. ZGRADBA KOSTI IN KOSTNA PRENOVA 
Osteoporoza nastane kot posledica porušene kostne prenove. Kost lahko strukturno 
razdelimo na kompaktno kortikalno kostnino, ki gradi zunanjo skorjo kosti in spužvasto 
trabekularno kostnino, ki predstavlja sredico (5, 6). 80 % skeleta je sestavljenega iz 
kortikalne kostnine, ki največ prispeva k trdnosti kosti. Medtem ko je trabekularna 
kostnina bolj elastična in zaradi velike površine bolj presnovno aktivna (5, 7). Posledično 
je pri osteoporozi ta del kostnine bolj prizadet, saj so motnje v procesu kostne prenove 
intenzivnejše (3, 5, 7). Kljub temu je okrnjena kortikalna kostnina zaradi svoje trdnosti in 
kvantitete večji dejavnik tveganja za zlom (3).  
Kost je mineralizirano vezivno tkivo, ki ga tvorijo ekstracelularni matriks in specializirane 
kostne celice. Ekstracelularni matriks sestavlja organska faza (20-40 %), mineralna faza 
(50-70 %), voda (5-10 %) in lipidi (<3 %). Glavni sestavni del organske faze predstavlja 
kolagen tipa I, ki daje kosti elastičnost in prožnost. Togost in moč kosti pa zagotavljajo 
kristali hidroksiapatita, ki tvorijo mineralno fazo (8, 9). Skelet je dinamičen organ, ki ga 
celice osteoklasti po eni strani nenehno razgrajujejo, po drugi strani pa osteoblasti 
poskrbijo za nastanek nove kosti. Ta proces, ki poteka pod nadzorom osteoocitov, 
imenujemo kostna prenova (slika 1). Vrši se na površini kortikalne in trabekularne kosti, 
natančneje v kostnih votlinah (5, 9, 10). Tam začasno nastanejo mikroanatomske strukture, 
sestavljene iz osteoklastov, osteoblastov, krvnih žil in so tudi oživčene. Cikel prenove 
kortikalne kosti traja 120 dni, trabekularne pa 200 dni. Prenova celotnega skeleta poteka 10 








Slika 1: Cikel kostne prenove (prirejeno po (5). 
Cikel kostne prenove sestoji iz 5 faz: 1) Aktivacija: Neaktivni ploščati osteoblasti (ang. lining cells) 
se razmaknejo in na izpostavljeno kostno površino se naselijo osteoklastni predhodniki, ki se 
aktivirajo in postanejo zreli osteoklasti. 2) Resorpcija: Osteoklasti odstranijo star ali poškodovan 
del kosti. Z ustvarjanjem kislega mikrookolja raztapljajo minerale, organski matriks pa razgradijo z 
encimom katepsin K in matriksno metaloproteinazo. Faza se zaključi z apoptozo osteoklastov. 3) 
Preobrat: Mononuklearni fagociti odstranijo nemineraliziran matriks in izgradijo cementno plast, 
na katero se naselijo osteoblasti. 4) Tvorba: Osteoblasti se diferencirajo in sintetizirajo s kolagenom 
in drugimi proteini bogat osteoidni matriks. Pri mineralizaciji slednjega sodelujeta alkalna fosfataza 
in osteokalcin. 5) Terminacija: Del osteoblastov vstopi v apoptozo, preostanek se jih diferencira v 
osteocite ali neaktivne ploščate osteoblaste (3, 5, 8).  
 
Nastanek, proliferacijo, diferenciacijo in aktivnost kostnih celic uravnavajo lokalni in 
sistemski dejavniki ter dve ključni signalni poti (5, 9). Lokalni dejavniki so rastni faktorji, 
citokini in prostaglandini, ki jih izločajo kostne celice ali se sproščajo med resorpcijo 
kostnega matriksa. Med sistemske dejavnike štejemo paratiroidni hormon, rastni hormon, 
ščitnične hormone, kalcitriol, kortikosteroide in spolne hormone (3, 9, 11). 
Najpomembnejši signalni poti, preko katerih osteociti uravnavajo kostno prenovo, sta 
RANK/RANKL/OPG in signalna pot Wnt (3, 5). Prva signalna pot je vpletena v resorpcijo 
kosti, saj uravnava nastanek, diferenciacijo, aktivnost in preživetje osteoklastov, ki se 
razvijejo iz hematopoetskih matičnih celic v kostnem mozgu. Wnt/beta-katenin signalna 
pot pa je najpomembnejša za povečanje kostne mase, saj vodi v nastanek osteoblastov iz 
mezenhimskih matičnih celic (MMC), povečanje proliferacije in preživetja nezrelih 
osteoblastov ter inhibicijo apoptoze osteoblastov in osteocitov (3, 5, 11). Pri diferenciaciji 
osteoblastov in osteoklastov so pomembne tudi posttranslacijske modifikacije histonov, 
mikroRNA in metilacija DNA (11).  
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1.1.2. PRIMARNA OSTEOPOROZA IN ETIOPATOGENEZA  
Osteoporozo razdelimo na primarno in sekundarno. Slednja je posledica drugih bolezni in 
jemanja nekaterih zdravil. Primarna osteoporoza je najpogostejša oblika in nastane po 
menopavzi (pomenopavzna) oz. v starosti (senilna). V redkih primerih se pojavi pri 
otrocih, adolescentih, mladih odraslih ali v nosečnosti (1). 
 
Pomenopavzna osteoporoza 
Osteoporoza je najpogostejša bolezen pomenopavznih žensk, ki se pojavi med 50. in 70. 
letom (1, 4). Menopavza je najmanj 12 mesečno obdobje amenoreje, ki je primarno 
posledica odpovedi jajčnikov, kar se kaže kot zmanjšano nastajanje estrogenov in 
povečano nastajanje folikle stimulirajočega hormona. V razvitem svetu je starost žensk ob 
začetku menopavze v povprečju 51 let (4).  
V tem obdobju sta povečani tako resorpcija kot tvorba kosti. Vendar je predvsem po 
zaslugi padca estrogenov, izguba kostne mase, še posebej trabekularnega dela večja (1, 5). 
Estrogeni delujejo na kostne celice v glavnem preko vezave na estrogenski receptor ERα 
(3). Estrogeni delujejo na kosti tako da: 1) zmanjšajo apoptozo osteocitov in s tem 
preprečijo začetek kostne prenove, 2) spodbudijo razvoj in diferenciacijo osteoblastov ter 
preprečijo njihovo apoptozo in 3) neposredno in posredno preko osteoblastov in osteocitov 
zavrejo osteoklastogenezo ter pospešijo apoptozo osteoklastov (3, 12, 13, 14). Estrogeni so 
pomembni tudi zaradi antioksidativnega delovanja, saj ščitijo pred reaktivnimi kisikovimi 
spojinami (ROS), ki spodbujajo osteoklastogenezo, adipogenezo in pospešujejo apoptozo 
osteoblastov. Protivnetno delovanje estrogenov se kaže z zaviranjem porasta limfocitov T 
in B, ter s tem osteoklastnih citokinov (3, 12, 15, 16).  
Dolgo časa je veljalo, da je nastanek osteoporoze povezan predvsem s padcem estrogena in 
posledično se je pojavil termin pomenopavzna osteoporoza. Vendar so kmalu ugotovili, da 
upad estrogenov ne pojasni izgube kostne mase v celoti. Pri ženskah pospešeno izgubljanje 
kortikalne kosti nastopi z začetkom menopavze, medtem ko se izguba trabekularne kosti 
prične že okoli 30. leta, ko so koncentracije estrogenov še ohranjene. Kar pomeni, da so 
estrogeni bolj pomembni za vzdrževanje kortikalne kot trabekularne kosti, ki se sicer od 
menopavze naprej pospešeno izgublja (3, 13, 16). Poleg tega moški, ki sicer ne doživijo 
naglega padca spolnih hormonov, po dosegu največje kostne mase počasi in konstantno 
izgubljajo obe vrsti kostnine. Vse to kaže, da je že pred menopavzo krivec za izgubljanje 
kostne mase staranje kosti, ki je podobno kot pri drugih tkivih v večji meri posledica 
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oksidativnega stresa. Njegov vpliv na kosti pa se s padcem estrogena, ki ima 
antioksidativni učinek, le še poveča. Prav tako k izgubljanju kostne mase prispeva s 
staranjem okrnjen imunski sistem ter starostne spremembe drugih tkiv in organov 
(nadledvična žleza, ledvice, mišice) (17). V kolikšni meri staranje in pomanjkanje 
estrogena posamezno prispevata h krhkosti kosti je potrebno še raziskati. Vendar menijo, 
da je na podlagi dokazov o izgubi kosti še pred spremembo ravni spolnih hormonov, izraz 
pomenopavzna osteoporoza zavajajoč (18). 
 
Senilna osteoporoza 
Pojavlja se pri obeh spolih v starosti nad 70 let (1). Pri moških je posledica s starostjo 
povezanih dejavnikov, medtem ko se pri ženskah pridružijo še pomenopavzni (5). Prenova 
kosti je upočasnjena in zmanjšana kostna masa je posledica zmanjšane tvorbe trabekularne 
in tudi kortikalne kosti glede na kostno resorpcijo (1, 10). Vzrok za zmanjšan nastanek 
kosti je predvsem s starostjo pogojena disfunkcija osteoblastov. Opazili so, da s staranjem 
pride do atrofije MMC, njihove preferenčne diferenciacije v adipocite in posledično 
manjšega števila osteoblastov. S staranjem pride tudi do zmanjšane proliferacije 
osteoblastov. Proliferacija normalnih celic je omejena na približno 40-70 delitev, preden 
dosežejo senescenco, kar imenujemo Hayflickova limita (19). Senescenca je ireverzibilno 
stanje celice, ko s staranjem zaradi različnih stresorjev pride do zaustavitve celičnega cikla 
v fazi G1. Taka celica ostane presnovno aktivna in še naprej opravlja svojo funkcijo, 
vendar se kljub prisotnosti rastnih dražljajev ne more več deliti in rasti. Senescentne celice 
tako prispevajo k staranju tkiva (19, 20). Čeprav imajo MMC sposobnost samoobnavljanja, 
tudi pri njih s staranjem pride do zmanjšane proliferacije. Aktivnost osteoblastov je poleg 
števila in hitrosti njihovega nastajanja odvisna tudi od življenjske dobe. Ta naj bi se z leti 
skrajšala zaradi povečane apoptoze, ki je posledica kopičenja oksidativnega stresa. K 
zmanjšani funkciji osteoblastov in s tem k upadu nastajanja kosti, pripomore tudi 
zmanjšana diferenciacija osteoblastov iz predhodnikov v zrele osteoblaste. Za proliferacijo 
in funkcijo so nujno potrebni tudi rastni dejavniki in hormoni, ki uravnavajo tvorbo kosti. 
Z leti se odzivnost osteoblastov na inzulinu podoben rastni dejavnik 1, rastni hormon, 
trombocitni rastni dejavnik in estradiol zmanjša. Ker je skelet med drugim vpleten v 
energijsko presnovo, sklepajo, da bi starostne spremembe v koncentraciji serotonina, 
inzulina in leptina lahko vplivale na disfunkcijo in senescenco osteoblastov (19). 
Senescentne osteoblastne celice z izločanjem vnetnih citokinov, rastnih dejavnikov in z 
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matriks degradirajočimi proteazami ustvarjajo toksično mikrookolje, ki dodatno prispeva h 
kopičenju senescentnih celic, moteni medcelični komunikaciji in okvari tkiva. Ta pojav 
imenujemo senescentni sekretorni fenotip. Glavni vir senescentnega sekretornega fenotipa  
v kosteh predstavljajo senescentne mieloidne celice in osteociti (14, 19). Omenjene 
starostne spremembe osteoblastnih celic, so lahko posledica ekstrinzičnih ali intrinzičnih 
vzrokov (slika 2). Med ekstrinzične vzroke, ki povzročajo spremembe v kostnem 
mikrookolju, štejemo pomanjkanje spolnih hormonov, zmanjšano fizično aktivnost, 
pomanjkanje prehranskih nutrientov, presežek glukokortikoidov, uživanje alkohola in 
kajenje (21, 22). Krajšanje telomer, oksidativni stres in poškodbe DNA pa spadajo med 
glavne intrinzične vzroke. Njihovo delovanje, kadar ni v ravnovesju z dejavniki, ki 
vzdržujejo integriteto celice, lahko vodi do senescence osteoblastnih celic in posledično v 




Slika 2: Intrinzični in ekstrinzični vzroki, ki vodijo v okvaro osteoblastov in izgubo kosti (prirejeno 
po (7, 19, 22)).  
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1.1.3. DIAGNOZA OSTEOPOROZE 
Osteoporoza je tiha bolezen brez vidnih simptomov ali znakov, vse dokler ne pride do 
zloma (2). Za diagnozo in uvedbo zdravljenja osteoporoze zadošča osteoporozni zlom 
vretenca ali kolka. Pred zlomom lahko osteoporozo diagnosticiramo z merjenjem MKG s 
pomočjo dvoenergijske rentgenske absorbciometrije (DXA) ali na podlagi visokega 
tveganja za zlom, ki ga ocenimo s FRAX (1). FRAX je prosto dostopen računalniški 
model, ki se uporablja za presejanje žensk in moških z visokim tveganjem za osteoporozo 
(23). Z njim izračunamo 10-letno tveganje za 4 glavne osteoporozne zlome (vretence, kolk, 
zapestje, podlaht) in ločeno za zlom kolka (1). Poleg meritve MKG upošteva še starost, 
spol, predhodni osteoporozni zlom, indeks telesne mase (ITM), zlom kolka pri starših, 
kronično uporabo glukokortikoidov, kajenje, uživanje alkohola, revmatoidni artritis in 
druge sekundarne vzroke osteoporoze (1, 3). Na podlagi rezultatov FRAX se za uvedbo 
zdravil za osteoporozo odločimo, kadar je v naslednjih 10 letih tveganje za glavne 
osteoporozne zlome večje od 20 % ali večje kot 5 % za zlom kolka (1, 24).  
 
DXA 
DXA je zlati standard za merjenje trdnosti in kvantitete kosti, kajti MKG predstavlja glavni 
dejavnik tveganja za zlom. Zmanjšanje MKG za eno SD pomeni 2 do 3-krat večje tveganje 
za zlom (1, 25). Meritev izvajamo na ledveni hrbtenici, kolku in podlahti, mestih, ki veljajo 
za področja najpogostejših in najpomembnejših osteoporoznih zlomov (1, 26). DXA 
skener meri transmisijo dveh rentgenskih žarkov z različno energijo skozi kost. Energijo 
enega žarka absorbira kalcij v kosteh, drugega pa pretežno maščevje in mišice. Naprava 
nato ustvari dvodimenzionalne slike in poda gostoto kosti kot kvocient mineraliziranega 
dela tkiva s površino kosti (g/cm2) (26, 27). Rezultat DXA je izražen kot SD od 
populacijskega povprečja, kjer primerjamo posameznika s populacijsko najvišjo kostno 
maso (T-vrednost). Definicija osteoporoze na podlagi kriterijev SZO (Svetovne 
zdravstvene organizacije), velja za pomenopavzne ženske in moške starejše od 50 let. Za 
otroke in odrasle, ki še niso dosegli najvišje kostne mase, uporabljamo Z-vrednosti, kjer 
primerjamo posameznikovo MKG s starostno ujemajočo se referenčno populacijo (26, 28). 
Glavne omejitve DXA predstavlja občutljivost meritve na velikost kosti (manjša kost daje 
lažno višje tveganje za zlom), artefakti zaradi kalcifikacij in kirurških kovinskih 
implatantov, bolezni vretenc in med drugim tudi debelost (24, 28). Z DXA ne moremo 
ugotoviti ali je nižja MKG posledica izgube kortikalne ali trabekularne kosti. Največje 
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preglavice pa predstavlja mejna vrednost za osteoporozo. -2,5 SD pomeni 30 % 
doživljenjsko tveganje za osteoporozni zlom. Kot kažejo podatki, zajame komaj 50 % 
žensk, ki bodo doživele osteoporozni zlom (26). Zdi se torej, da samo merjenje MKG ne 
zadošča za odkritje zlomov, ki predstavljajo glavni zaplet osteoporoze. MKG sicer dobro 
korelira z močjo kosti in naj bi predstavljala njenih 70 % (28). Vendar poleg mineralizacije 
na trdnost kosti in tveganje za zlom vplivajo še geometrija kosti, mikroarhitektura in 
stopnja presnove kosti. Da bi zajeli čim več komponent tveganja za zlom, uporabljamo še 
FRAX, označevalce kostne prenove in kazalec kvalitete trabekularne kosti (TBS), ki lahko 
izboljšajo oceno tveganja za zlom v kombinaciji z DXA (26). 
 
TBS 
TBS je novost pri diagnostiki osteoporoze in njegova prednost je, da meri še drug 
pomemben vidik trdnosti kosti-kostno strukturo. TBS lahko razlikuje med dvema kostema, 
ki imata enako MKG vendar različne trabekularne lastnosti. Ker se manjšanje kostne mase 
začne z izgubljanjem trabekularne kostnine že zelo zgodaj, je pomembnost TBS še toliko 
večja (29). Program s pomočjo matematične analize DXA rentgenskega posnetka MKG na 
ledvenem predelu ugotavlja odstopanja od optimalne strukture trabekularne kosti. 
Določanje števila trabekul in njihovih povezav ni možno. S primerjanjem intenzitete 
slikovnih točk posnetka DXA z zdravim vzorcem, nastane slika imenovana variogram, z 
veliko različicami sivih nivojev. Kost slabe kvalitete daje višje amplitude sive vrednosti 
(26, 30, 31, 32). Referenčno območje TBS je predlagano s strani delovne skupine 
uporabnikov TBS in velja le za pomenopavzne ženske. Vrednosti TBS nad 1,350 
označujejo normalno strukturo kostnine, med 1,350 in 1,200 delno degradirano in pod 
1,200 degradirano strukturo kosti (26, 31). Nizke vrednosti TBS so tako povezane z 
manjšim številom trabekul, slabšimi povezavami ter večjimi razdaljami med njimi (31, 33). 
Princip meritve TBS je prikazan na sliki 3.  
Ker je vrednost TBS pridobljena s pomočjo posnetka DXA, lahko nanjo vpliva slabša 
ločljivost zaradi šuma slike in debelost. Prav tako je omejitev TBS ta, da primanjkuje 
dobro definiranih mejnih vrednosti TBS za starost in spol. Čeprav v ex vivo študijah TBS 
dobro korelira s trabekularno mikroarhitekturo, in vivo študije kažejo na pomanjkanje 





Slika 3: Princip meritve TBS (prirejeno po (29)). 
 
Obstajajo še druge slikovne tehnike (npr. magnetna resonanca in mikro računalniška 
tomografija), ki imajo sposobnost ločevanja med kortikalno in trabekularno kostnino in 
oceno njihove kvalitete. Zaradi višje doze sevanja, cene in manjše razpoložljivosti 
instrumentov, se trenutno bolj uporabljajo kot raziskovalna orodja (24, 28, 34, 35). Na 
voljo so tudi biokemijski kazalci, ki se sproščajo med kostno prenovo in so namenjeni 
predvsem spremljanju zdravljenja bolezni (34). Druge klinične in laboratorijske preiskave 
napravimo, da izključimo sekundarno osteoporozo (1). V zadnjem času se posvečajo tudi 
iskanju povezav med geni in posameznikovo dovzetnostjo za osteoporozo (34).  
 
1.2. TELOMERE 
Telomere so nukleoproteinske strukture, locirane na obeh koncih kromosomov. Sestojijo iz 
nekodirajoče ponavljajoče se sekvence DNA in Shelterin kompleksa, ki ga tvori 6 
telomerno specifičnih proteinov (36). Pri človeku se telomere raztezajo 5-15 kbp in so 
sestavljene iz tandemskih ponovitev heksanukleotida 5´ TTAGGG 3´. Telomerna DNA je 
dvovijačna s 30-400 bp dolgim gvaninsko bogatim enoverižnim previsom na 3´OH koncu 
(36, 37, 38).  
Telomere preprečujejo izgubo kodirajoče DNA med podvajanjem in ščitijo kromosomske 
konce pred neželeno rekombinacijo in razgradnjo. S pomočjo Shelterin kompleksa se G-
previs zvije nazaj na dvoverižno telomerno DNA, da nastane T-zanka (36). Ta omogoča 
razlikovanje med naravnimi kromosomskimi konci in poškodovano DNA. Krajšanje 
telomer in okvare Shelterin kompleksa lahko povzročijo disfunkcijo telomer. Pride do 
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takojšnje ustavitve celičnega cikla dokler poškodba v glavnem preko nehomolognega 
združevanja kromosomskih koncev, ni popravljena. Če se okvara v določenem času ne 
odpravi ali ko dolžina telomer (DT) doseže kritično točko 4 kbp, konci kromosomov 
ostanejo nezaščiteni in so prepoznani kot dvoverižni prelomi. Aktivira se od ATM odvisna 
ali neodvisna signalna pot, ki vodi celico v apoptozo ali senescenco (36, 37, 39, 40). Ker 
torej krajšanje telomer omejuje življenjsko dobo celic, predstavlja učinkovit tumor 
supresorski mehanizem. Kadar pride do disfunkcije kontrolnih točk celičnega cikla, p53 in 
RB, se celice s kritično kratkimi telomerami še naprej delijo. Posledica je nestabilnost 
kromosomov in nastanek rakavih celic (36, 39, 41). Telomere omogočajo tudi normalno 
ločevanje kromosomov med celično delitvijo in naj bi imele pomembno vlogo pri 
vzdrževanju ustrezne strukture jedra (42).  
Poleg konformacije telomer in Shelterin kompleksa, funkcijo telomer uravnavajo tudi 
epigenetski mehanizmi. Hipometilirane subtelomere in histonski ostanki na subtelomernih 
in telomernih regijah povzročijo nenormalno podaljševanje telomer (36). Po drugi strani pa 
so telomere epigenetsko aktivne in vplivajo na prepisovanje genov preko pozicijskega 
učinka telomer (ang. telomere position effect). Izražanje genov v subtelomerni regiji je 
reverzibilno zavrto zaradi širjenja vpliva heterokromatina telomernih regij. Učinek je tem 
večji, čim krajša je razdalja gena od telomer in čim daljše so telomere. Na izražanje genov 
centromernih regij pa vplivajo s tvorjenjem zanke, s katero genom približajo telomerni 
heterokromatin. Telomere uravnavajo izražanje genov tudi preko telomerne ponovitve 
vsebujoče RNA (TERRA), ki nastane s prepisom subtelomernih in telomernih zaporedij 
(39). TERRA se vrine med verigi DNA, pri čemer nastane R-zanka. Dolgo časa je veljalo, 
da ta povzroča le genomsko nestabilnost. Vendar se je izkazalo, da nastanek R-zanke na 
promotorskih regijah deluje kot signal za vezavo še drugih genskih regulatorjev, kar vodi 
do izražanja gena. Po drugi strani prisotnost R-zanke na terminacijskem mestu spodbuja 
konec prepisovanja gena, tako da olajša zaustavitev RNA polimeraze II (43, 44). S 
krajšanjem DT se tako kot druge funkcije telomer, tudi vpliv na izražanje genov zmanjšuje 
(39). 
 
1.2.1. PROCESI, KI URAVNAVAJO DOLŽINO TELOMER  
Krajšanje 
Vsaka delitev somatske celice povzroči izgubo 50-200 bp telomerne DNA zaradi 
nepopolnega podvajanja DNA na 5´ koncu vseh na novo sintetiziranih hčerinskih verig. 
 11 
 
Zastajajoča veriga je tako krajša in zato na 3´ koncu vodilne verige nastane enoverižni 
previs. Pojav imenujemo problem podvajanja koncev kromosomov (ang. end-replication 
problem). Ker se torej DNA z vsako delitvijo skrajša, bi v primeru odsotnosti telomer 
celice utrpele veliko izgubo genetske informacije (36, 42).  
Telomere se ne krajšajo samo zaradi problema podvajanja koncev ampak tudi zaradi vnetja 
in oksidativnega stresa. Vnetje, ki je pomemben del imunskega odziva na tujek, zahteva 
povečano podvajanje hematopoetskih matičnih celic in s tem krajše telomere imunskih 
celic (45). Oksidativni stres povzročajo ROS, ki nastajajo kot stranski produkt celične 
presnove ali izvirajo iz zunanjih virov (npr. UV sevanje). Telomere so zaradi velike 
zastopanosti gvanina še posebej občutljive na oksidativne poškodbe. Posledično pride do 
poškodbe DNA, ki po prej opisanem mehanizmu vodi v krajšanje telomer in senescenco 
(46). Po drugi strani senescenca celic še okrepi oksidativni stres in vnetje, saj tekom 
popravljanja DNA poškodb nastajajo ROS in senescentni sekretorni fenotip (47). 
 
Podaljševanje 
Rešitev za ohranjanje ali podaljševanje DT je encim telomeraza, ki nadomesti izgubo 
koncev kromosomov med vsako celično delitvijo z njihovo ponovno sintezo (42). V 
zgodnjih fazah embriogeneze je telomeraza prisotna v skoraj vseh celicah. Z diferenciacijo 
celic pride do njenega zavrtja v somatskih celicah, medtem ko se njena aktivnost ohrani 
samo v zarodnih in matičnih celicah ter nekaterih proliferirajočih celicah regenerativnih 
tkiv (npr. aktivirani limfociti in endometrijske celice maternice) (36, 42, 48). Telomeraza 
je ribonukleoprotein sestavljen iz RNA komponente (TERC), ki služi kot matrica in 
začetnik, reverzne transkriptaze (TERT), ki je potrebna za sintezo novih telomernih 
ponovitev in proteina diskeratin, ki stabilizira encim (36, 48, 49). Podaljševanje telomer s 
telomerazo (slika 4) se začne, ko ta prepozna telomerna zaporedja na G-previsu, ki so 
komplementarna TERC. V naslednjem koraku TERT z reverzno transkripcijo dodaja 
heksanukleotidne ponovitve na G-previs v smeri 5´-3´ in tako zgradi zaporedje, ki je 
komplementarno TERC. Telomeraza se nato premika v smeri 3´ po previsu in ponavlja 
cikel sinteze. Zastajajočo verigo na 5’ koncu po klasični poti podaljša DNA polimeraza 





Slika 4: Podaljševanje telomer s telomerazo (prirejeno po (50)). 
 
Delovanje telomeraze je pod vplivom okoljskih, genetskih in epigenetskih dejavnikov, ki v 
glavnem vplivajo na izražanje TERT. Njeno aktivnost na posttraslacijskem nivoju 
uravnava TERRA. TERRA zavira delovanje telomeraze indirektno s tvorjenjem R-zanke 
na telomerni DNA ali direktno z vezavo na telomerazo (51). Aktivnost telomeraze in s tem 
DT je uravnavana tudi s Shelterin proteini, ki še na ne čisto pojasnjen način blokirajo 
dostop telomeraze. Daljše telomere inhibirajo telomerazo močneje kot krajše, saj imajo 
večje število vezanih proteinov (37, 40). Delovanje telomeraze lahko ovira tudi 
kondenzacija kromatina, sidranje telomer in sekundarne strukture, ki jih tvori G-previs, kot 
so G4 strukture in T-zanka (38, 40, 52). Stopnja telomerazne aktivnosti je odvisna tudi od 
starosti človeka in se z leti zmanjšuje (42). Kljub prisotnosti telomeraze, podaljševanje 
telomer poteka samo do določene maksimalne dolžine. Obstaja mehanizem imenovan 
TZAP (ang. telomeric zinc finger-associated protein), ki predolge telomere skrajša, brez da 
bi povzročil disfunkcijo teh celic. Preferenčno se veže na daljše telomere, ki imajo manjšo 
gostoto Shelterin kompleksa in jih skrajša (39, 53). V 85-90 % tumorjev pride do ponovne 
aktivacije telomeraze (37, 42). V preostalem deležu in v nekaterih sesalskih celicah 
podaljševanje DT poteka z alternativnim podaljševanjem telomer (ALT, ang. alternative 





Dejavniki,  ki vplivajo na dolžino telomer 
DT in hitrost njihovega krajšanja, je v veliki meri genetsko pogojena (39, 55, 56). Geni 
določajo približno 60 % variabilnosti v DT in 30 % variabilnosti v hitrosti krajšanja med 
posamezniki. Stopnja krajšanja je bistveno hitrejša v zgodnjem obdobju rasti in razvoja kot 
v odrasli dobi (55). Zaradi višjih vrednosti estrogena, ki zviša aktivnost telomeraze in ima 
antioksidativni učinek, je dolžina telomer v levkocitih (DTL) daljša pri ženskah kot moških 
(36, 52, 55). DTL so tudi daljše pri potomcih starejših moških. Kot možne razloge za to 
navajajo večjo telomerazno aktivnost v spermatogonialnih matičnih celicah ali manjšo 
stopnjo proliferacije teh celic pri starejših moških, selekcijo spermijev z daljšimi 
telomerami tekom staranja, večjo aktivnost mehanizma ALT in spremembe v nivoju 
hormonov ter znotrajceličnih dejavnikih, ki uravnavajo DT in telomerazno aktivnost (55, 
57). Prav tako imajo daljše telomere pripadniki subsaharske Afrike v primerjavi z 
afroameričani, ti pa daljše kot ljudje evropskega porekla (39, 55, 58). Dejavniki okolja, ki 
jih povezujejo s krajšo DTL so nezadostna fizična aktivnost, kajenje, višji ITM, uživanje 
alkohola, kronično vnetje, nižji socialno ekonomski status in stres. Ti dejavniki povzročajo 
oksidativni stres in vnetje, ki pospešita krajšanje telomer (36, 52). Po drugi strani vitamini 
(folati, nikotinamid, vitamin A, B12, D, C in E), minerali (Mg, Zn in Fe) in druge 
bioaktivne prehranske komponente (omega 3 mačobne kisline, polifenoli in kurkumin) 
preko antioksidantne aktivnosti, DNA metilacije in preprečevanja poškodb DNA 
upočasnjujejo krajšanje telomer (36).  
 
1.2.2. TELOMERE IN POVEZAVA S STAROSTNIMI BOLEZNIMI 
Celična senescenca, genomska nestabilnost, izčrpanje zalog matičnih celic, mitohondrijska 
disfunkcija, epigenetske spremembe in krajšanje telomer veljajo za glavne molekularne 
poti, ki povzročajo staranje. Krajšanje telomer naj bi bil glavni krivec staranja, ker lahko 
sproži vse zgoraj omenjene mehanizme (41). Nastanek senescence, katerega povzroči 
krajšanje telomer, je odvisen od hitrosti krajšanja, začetne dolžine in dolžine najkrajše 
telomere (39). Zaradi kontinuiranega krajšanja telomer s staranjem, je DT bila predlagana 
kot kazalec biološke starosti in dejavnik tveganja za bolezni povezane s starostjo (36, 39). 
Krajša DTL lahko kaže na obstoječe ali povečano tveganje za srčnožilne bolezni, diabetes 
tipa 2, nevrodegenerativne bolezni, osteoporozo in sindrome prezgodnjega staranja (36).  
Za sindroma prezgodnjega staranja, Wernerjev sindrom (WS) in kongenitalno diskeratozo 
(DC), je značilna telomerna disfunkcija in osteoporoza. Na podlagi tega bi lahko sklepali, 
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da krajšanje telomer vpliva na staranje kosti (36, 59). Najpogostejšo obliko DC povzroči 
mutacija gena TERC, medtem ko je WS najpogosteje posledica mutacije gena WRN, ki 
kodira DNA helikazo. Ta naj bi imela vlogo pri vzdrževanju DT (59). S poskusi na miših, 
so ugotovili, da mutacije v teh dveh genih povzročijo zmanjšan volumen trabekularne 
kosti, število in debelino trabekul ter večji razmak med trabekulami. Prav tako pride do 
večjega tanjšanja in poroznosti kortikalne kosti. Ob sicer nespremenjenem številu, 
osteoblasti postanejo disfunkcionalni in količina maščobnega tkiva se močno poveča (7, 
59). Pri miših z okvaro TERC gena so opazili, da do izgube kosti pride tudi zaradi 
nastalega provnetnega okolja, ki povzroči diferenciacijo in aktivacijo osteoklastov. Prav 
tako je število in velikost le-teh povišano. MMC in osteoprogenitorne celice imajo 
zmanjšano proliferacijsko in diferenciacijsko zmožnost. Sodeč po poskusih na miših, 
disfunkcija telomer vodi v nastanek senilne osteoporoze preko intrinzičnih okvar 
osteoblastov in preko vnetnega mikrookolja, ki aktivira osteoklaste (7).  
Študije, ki so pri ženskah in moških preučevale povezavo med staranjem kosti in DTL so 
kot parameter staranja kosti največkrat uporabile MKG (60, 61, 62, 63, 64, 65, 66) in 
klinično osteoporozo (60, 61, 63, 66), ponekod so povezavo preverjali tudi z zlomi (62, 63) 
in s spremembo MKG skozi daljše obdobje (63, 62, 64). Nobena študija še ni preverjala 
povezave med DTL in biokemijskimi kazalci kostne prenove ali TBS, ki so prav tako 
pomembni pokazatelji patološkega dogajanja v kosteh. Rezultati omenjenih študij so zelo 
nekonsistentni, k čemur prispevajo razlike v preučevanih populacijah in metodologiji dela.  
 
1.2.3. MERJENJE DOLŽINE TELOMER 
Čeprav je analiza DT v tkivu, ki nas zanima, najbolj reprezentativna, se zaradi enostavnega 
in neinvazivnega zbiranja vzorca za klinične in raziskovalne namene največ uporabljajo 
levkociti v periferni krvi. Ti so edine celice v krvi, ki imajo jedro in torej omogočajo 
vpogled v DT (36, 56). V levkocitih se telomere letno skrajšajo za 30-35 bp, kar jih po 
hitrosti krajšanja telomer uvršča na sredino vseh tkivnih tipov (36). Poleg tega podatki 
kažejo, da hitrost krajšanja DT dobro korelira med različnimi tkivi istega posameznika 
(67). Zaradi omenjenih lastnosti, bi DT v levkocitih lahko služila kot nadomestni 
označevalec DT v drugih organih (36, 56).   
Prva metoda, ki so jo razvili za merjenje DT in ki še danes velja za zlati standard, je 
analiza telomernih restrikcijskih fragmentov (TRF) (68). Čeprav je njena prednost, da poda 
absolutno DT, se v epidemioloških študijah zaradi krajšega časa analize, manjše tehnične 
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zahtevnosti, večjega izkoristka in manjše potrebne količine vzorca uporablja metoda 
verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR) (68, 69). qPCR temelji na 
pomnoževanju telomernih regij s telomerno specifičnimi začetniki. Predpostavka je, da 
daljša kot je telomerna sekvenca matrice, več je prostih mest za vezavo začetnika in več 
produkta bo nastalo. S primerjavo količine nastalih telomernih pomnožkov (T) s količino 
produkta endogenega referenčnega gena (S), dobimo razmerje (T/S), ki korelira s 
povprečno DT celice (slika 5) (68, 69). 
 
 
Slika 5: Princip merjenja dolžine telomer s qPCR (prirejeno po (70)). 
 
Obstajata dva pristopa qPCR, kjer ugotavljamo relativno DTL in en pristop, s katerim 
določamo absolutno DTL. Pri tradicionalnem qPCR pomnoževanje telomernih regij in 
referenčnega gena poteka v ločenih vdolbinicah, kar predstavlja potencialni vir napak 
pipetiranja. Zato so osnovni protokol priredili tako, da je možno pomnoževanje obeh genov 
iz iste vdolbinice in torej enake začetne količine DNA (68, 71). Pri pristopu, ki omogoča 
merjenje absolutne DTL, za ta namen uporabljamo standardno krivuljo pripravljeno s 
serijskimi redčitvami sintetiziranega telomernega standarda znane dolžine (68, 70). 
Absolutna kvantifikacija DT s qPCR je možna tudi preko enačbe, ki pretvori razmerje T/S 
v kb. Vendar, ker daje netočne ocene za posameznike z zelo dolgimi ali kratkimi 
telomerami, ni najbolj uporabna (72). Slabost TRF in vseh treh izvedb qPCR je, da merijo 
povprečno DT in ne dajejo vpogleda v dolžino posamezne telomere. Predvideva se, da naj 
bi kritično kratka telomera ali majhno število le-teh povzročilo celično senescenco ali 
apoptozo (39, 68). V ta namen so razvili metodo STELA (ang. Single Telomere Length 
Analysis), ki meri samo kratke telomere specifičnih kromosomov (68). Obstajata še dve 
metodi za merjenje DT, vendar izmed vseh metod qPCR ostaja najbolj cenovno učinkovita 




S staranjem se MKG in kvaliteta trabekularne kosti zmanjšuje, kar vodi v osteoporozo. 
Diagnoza in odločitev o zdravljenju osteoporoze trenutno temelji na FRAX z možnostjo 
upoštevanja izvida DXA, čeprav s tem pristopom ne zajamemo vseh žensk, ki bodo 
doživele osteoporozni zlom. Ker je osteoporoza multifaktorska bolezen, bi se odkrivanje 
žensk s tveganjem za osteoporozni zlom izboljšalo, če bi lahko izmerili čim več lastnosti 
trdnosti kosti. V ta namen se ponekod kot kazalec kvalitete kosti že uporablja TBS. Kot 
nov biološki kazalec osteoporoze, bi lahko služila tudi dolžina telomer v levkocitih. Z 
vsako delitvijo celice ter pod vplivom drugih intrinzičnih ali ekstrinzičnih dejavnikov se 
namreč dolžina telomer krajša. Kratke telomere pa vodijo celico v senescenco, ki je glavni 
mehanizem za nastanek senilne osteoporoze. Zato sklepamo, da bi s kratkimi telomerami 
lahko predvideli nižjo MKG in TBS.  
 
Namen magistrske naloge bo preučiti povezanost dolžine telomer v levkocitih z 
osteoporoznima kazalcema MKG in TBS pri slovenskih pomenopavznih ženskah. 
 
Naša hipoteza je, da je dolžina telomer v levkocitih povezana z mineralno kostno gostoto 
in kvaliteto trabekularne kosti pri pomenopavznih ženskah.   
 
Za dosego cilja bomo: 
 Izolirali DNA iz vzorcev polne krvi in levkocitnega koncentrata pomenopavznih 
žensk s pomočjo komercialnega kompleta FlexiGene® DNA kit, izmerili čistost in 
koncentracijo izolirane DNA s spektrofotometrom NanoDrop ter ocenili njeno 
integriteto z agarozno gelsko elektroforezo. 
 Določili dolžino telomer v levkocitih z verižno reakcijo s polimerazo v realnem 
času (qPCR). 
 V programu SPSS s statistično analizo preverili povezanost dolžine telomer v 
levkocitih z MKG (kolk, ledvena hrbtenica, podlaht in 1/3 radius) ter povezavo 






3. MATERIALI IN METODE 
3.1. OPIS PREISKOVANK IN PRIDOBITEV PODATKOV 
Podatke o 60 slovenskih pomenopavznih ženskah in njihove vzorce polne krvi (PK) ter 
levkocitnega koncentrata (BC) smo pridobili s sodelovanjem s Kliničnim oddelkom za 
endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni Univerzitetnega kliničnega centra v 
Ljubljani. Preiskovanke so prostovoljno privolile, da se njihovi podatki smejo uporabljati v 
raziskovalne namene. Za vključitev v nalogo smo upoštevali naslednje kriterije: 
Preiskovanke so morale biti v pomenopavznem obdobju in hkrati mlajše od 90 let. Prav 
tako v preteklosti niso smele prejemati zdravil za zdravljenje osteoporoze (z izjemo kalcija 
in vitamina D) in imeti diagnoze bolezni ledvic, jeter ali endokrinih bolezni. Skupno smo 
analizirali 62 vzorcev, saj smo pri dveh preiskovankah merili DTL tako v PK kot v BC. PK 
smo odvzeli med 8h in 10h zjutraj in BC nato pripravili iz alikvota PK (centrifugiranje 
2800 rpm, 10 min, sobna temperatura (ST)). Vzorce smo zamrznili na -80 °C. Podatke za 
izvedbo statistične analize smo pridobili preko vprašalnika (starost) in splošnega pregleda 
pri zdravniku (teža, višina). Raziskava je bila odobrena s strani Etične komisije RS, 
številka odobritve 108/12/05. 
 
3.2. REAGENTI, APARATURE IN MATERIALI 
Reagenti 
 FlexiGene®DNA Kit (QIAGEN®): Lizni pufer FG1, denaturacijski pufer FG2, 
hidratacijski pufer FG3 (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) in liofilizirana QIAGEN proteinaza 
 100 % izopropanol (Emsure®) 
 70 % etanol (Emsure®)  
 deionizirana voda za Nanodrop: RNase-free water 10 mL (QIAGEN) 
 Agarose, BioReagent, for molecular biology, low EEO (Sigma-Aldrich) 
 Midori Green DNA Stain (Invitrogen) 
 1x TAE pufer1 in 50x TAE pufer2 
 bromfenolmodro3 
                                                          
1
 1x TAE pufer (1L) = 20 mL 50x TAE do oznake 1000 mL dopolnimo z dH2O. 
2
50x TAE pufer (1L) = 242 g Tris baza + 55 mL CH3COOH + 100 mL 0,5M EDTA in do oznake 1000 mL 
dopolnimo z dH2O; 0,5 M EDTA (100 mL) = 18,6 g EDTA Na2x2H20 + 80 mL dH2O, s približno 2 g NaOH 
zrnc uravnamo pH na 8 in dopolnimo do 100 mL z dH2O ter avtoklaviramo. 
3
 bromfenolmodro (10 mL) =  0,025 g ksilencianol + 3 mL glicerol + 7 mL dH2O. 
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 Quick-Load 1 kb DNA Ladder (BioLabs): fragmenti velikosti 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 
kb, 3 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb in 0,5 kb 
 deionizirana voda (dH2O) 
 ultra čista voda (Sigma-Aldrich) 
 standardi (80 ng/μL, 40 ng/μL, 20 ng/μL, 10 ng/μL, 5 ng/μL, 2,5 ng/μL), kalibrator (10 
ng/μL ) in vzorci DNA (10 ng/μL) 
 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix (Solis Biodyne) 
 oligonukleotidni začetniki za telomere (100 µM): 
F-oligonukleotidni začetnik (TelF) 
 5´-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3´ 
R-oligonukleotidni začetnik (TelR) 
5´-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3´ 
 oligonukleotidni začetniki za albumin (100 µM): 
F-oligonukleotidni začetnik (AlbuF) 
5´-CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCTTG-
3´ 




 centrifuga (Eppendorf centrifuge 5804 R) 
 stresalnik: Vibromix 314 EVT (Tehtnica)  
 vodna kopel: water bath-thermostat WB-4MS (BIOSAN) 
 termoblok: cooling-heating Dry Block CH 100 (BIOSAN) 
 minispin centrifuga (Kemomed) 
 vrtinčasto mešalo: BioVortex V1 (BIOSAN) 
 Nanodrop (NanoDrop One© Thermo Scientific) 
 nosilec za pripravo elektroforeznega gela (Biorad): nastavek, kadička, glavniček s 30 
zobci 
 merilec za poravnavo elektroforezne kadičke 
 tehtnica (Vibra) 
 mikrovalovna pečica (BEKO) 
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 digestorij (Waldner electronics) 
 elektroforezna kadička (Biorad) 
 aparatura UVITEC Cambridge in računalnik 
 LightCycler® 480II (Roche) 
 centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
 centrifuga FVL-2400N Combi-Spin (Biosan) 
 komora: DNA/RNA UV-cleaner box (Biosan) 
 
Materiali 
 15 mL in 50 mL centrifugirke (VWR®) 
 0,5 mL in 1,5mL epice (Eppendorf)  
 polavtomatske pipete: 0,5-10 µL, 2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL in 500-5000 µL 
(Eppendorf , BIOHIT, HTL)  
 nastavki za pipete: 5000 µL (Sartorius), 1000 µL (Sarstedt), 200 µL (Sarstedt), 10 µL 
(Starlab)  
 škatle za pipetne nastavke in stekleni kozarci za epice 
 StarTags nalepke za epice (StarLab) 
 ledena kopel, stojalo za epruvete, vatirane palčke in papirnate brisače 
 staničevina za NanoDrop (VWR®) 
 merilni valj, erlenmajerica, žlička za tehtanje, urno stekelce 
 parafilm 
 mikrotitrska ploščica (96 well PCR plate FrameStar 4titude®) in stripi za mikrotitersko 
poščico (8-StripCaps, Domed Starlab) 
 mikrotitrske ploščice (386 well PCR plate FrameStar 4titude®), folije za mikrotitrske 
ploščice in ploščica za pritrditev folije na mikrotitrske ploščice (4titude®) 
 hladilno stojalo za epice 
 70 % etanol (Emsure®) in 3 % hipoklorit (Kemika) za čiščenje materiala, reagentov, 
aparatur in delovne površine 
 
3.3. IZOLACIJA DNA  
DNA smo izolirali iz zmrznjene PK in BC. Vzorci so bili odvzeti z antikoagulantom 
EDTA in do izolacije približno 1-3 leta shranjeni na -80 °C. Za osamitev genomske DNA 
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iz levkocitov periferne krvi smo uporabili komercialno dostopen reagenčni komplet 
FlexiGene® DNA kit. Kit vsebuje lizirni, denaturacijski in hidratacijski pufer ter 
liofilizirano QIAGEN proteinazo. Z dodatkom lizirnega pufra FG1 k vzorcu smo razgradili 
membrane krvnih celic in povzročili sprostitev celične vsebine. S centrifugiranjem smo 
jedra in mitohondrije zbrali v obliki peleta na dnu centrifugirke. Pelet smo resuspendirali in 
inkubirali v mešanici proteinaze in denaturacijskega pufra FG2, ki vsebuje kaotropne soli. 
V tem koraku smo se z denaturacijo in encimsko razgradnjo znebili proteinov. DNA smo 
nato oborili s 100 % izopropanolom in jo s centrifugiranjem zbrali na dnu centrifugirke. 
DNA smo sprali s 70 % etanolom, da smo odstranili kontaminante (izopropanol, nekateri 
proteini in lipidi), posušili in raztopili v hidratacijskem pufru FG3 (10 mM, Tris. Cl, pH 
8,5). Izolacijo smo izvedli z nekaj spremembami protokola opisanega v priloženih 
navodilih reagenčnega kompleta (73). 
 
Priprava reagentov 
 Proteinazo smo raztopili v 1,4 mL pufra FG3. Da raztopine ne bi kontaminirali ali 
razlili smo pripravili alikvot. Raztopino proteinaze in alikvot smo shranili v hladilnik 
(4 °C ). 
 Mešanico pufra FG2 in proteinaze smo pripravili največ 1 uro pred izolacijo (za vsak 
mL krvi smo uporabili 500 µL pufra FG2 in 5 µL proteinaze). 
 50 mL 70 % etanola smo pripravili iz 35 mL 100 % etanola in 15 mL dH2O. Vse tri 
pufre FlexiGene® DNA kita, 70 % etanol in 100 % izopropanol smo hranili na sobni 
temperaturi (ST). 
 
Priprava na izolacijo 
 Centrifugo smo prižgali in jo nastavili na 2300 x g, 21 °C in 10 min.  
 Prižgali smo vodno kopel in jo nastavili na 37 °C. Pri izolaciji iz BC smo namesto 
vodne kopeli uporabili termoblok. 
 Delovno površino smo najprej prebrisali s 3 % hipokloritom in nato s 70 % etanolom. 
Pipete, škatle z nastavki, vrtinčasto mešalo in vse ostale pripomočke smo prebrisali s 
70 % etanolom. 
 Epruvete s PK ali epice z BC smo vzeli iz zmrzovalnika in jih postavili na led. Iz 
epruvet/epic smo prepisali št. vzorca in podatke o preiskovancu v laboratorijski 
dnevnik in na vrat ter pokrovček 50 mL centrifugirke. 
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 Zmrznjeno PK/BC smo v vodni kopeli/termobloku odtajali 10 min. Po 5 min in ob 
koncu odtajanja smo vzorce premešali s počasnim obračanjem epruvete/epice (10-krat). 
Do analize smo jih hranili na ledu. 
 Vodno kopel/termoblok smo nastavili na  65 °C. 
 
Postopek izolacije 
1. V 50 mL centrifugirko smo odpipetirali 15 mL pufra FG1 in dodali 6 mL krvi. 
Premešali smo z močnim stresanjem centrifugirke (10-krat) in jo nato dali na stresalnik 
(50 rpm, 10 min). 
2. Centrifugirali smo na 2300 x g, 21 °C in 10 min s swing-out rotorjem. V tem času smo 
pripravili mešanico 3 mL pufra FG2 in 30 µL proteinaze in mešanico do uporabe 
hranili na ledu. Proteinazo smo pred uporabo premešali z obračanjem in nekajkrat rahlo 
potresli ob delovno površino, da se je vsa tekočina zbrala na dnu. 
3. Pazljivo smo odlili supernatant. Če se pelet med odlivanjem ni odlepil od dna 
centrifugirke, smo obrnjeno centrifugirko pustili 2 min na papirnati brisači, da se je 
odstranil še ostanek. Pri tem smo pazili, da se pelet ni odlepil. 
4. Dodali smo 3 mL mešanice pufra FG2 in proteinaze ter takoj premešali na vrtinčastem 
mešalu, da se je pelet povsem homogeniziral (do 5-krat 5 s na maksimalni hitrost). Če 
se ni čisto homogeniziral, smo dodali 300 µL pufra FG2 in spet premešali. 
5. Centrifugirko smo 3-krat obrnili, kratko centrifugirali in inkubirali 15 min na 65 °C. 
Med inkubacijo se je barva raztopine spremenila iz rdeče v zeleno, kar pomeni, da je 
proteoliza uspešno potekla. Počakali smo 5 min, da se je centrifugirka ohladila. 
6. Dodali smo 3 mL 100 % izopropanola in obračali centrifugirko (20-krat), dokler se 
DNA ni oborila. 
7. Centrifugirali smo na 2300 x g, 21 °C in 10 min. 
8. Odlili smo supernatant in obrnjeno centrifugirko pustili 2 min na papirnati brisači. 
9. Dodali smo 3 mL 70 % etanola in mešali 5 s na minimalni hitrosti. 5 min smo 
inkubirali v 70 % etanolu na ST. 
10. Centrifugirali smo na 2300 x g, 21 °C in 10 min. 
11. Odlili smo supernatant in obrnjeno centrifugirko pustili 5 min na papirnati brisači. 
12. Z vatirano palčko smo pobrisali preostanek etanola na stenah centrifugirke. 
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13. Dodali smo 600 µL pufra FG3 (volumen je bil odvisen od velikosti oborjene DNA), 
premešali (minimalna hitrost) in inkubirali 1 uro na 65 °C, da se je DNA raztopila. Če 
se DNA ni čisto raztopila, smo inkubirali čez noč na ST.  
14. Raztopino DNA smo kratko centrifugirali in čez noč shranili na 4 °C. Naslednji dan 
smo prepipetirali v 1,5 mL epico, označeno s podatki preiskovanca. 
 
Izolacija DNA iz BC: Postopek izolacije je enak protokolu za PK, le da smo glede na 
volumen BC prilagodili volumne reagentov kot je prikazano v preglednici II.  
 
Preglednica II: Volumni reagentov za izolacijo DNA iz BC. 
Volumen vzorca (µL) 400 500-700  750-1000 
FG1 (µL) 1000  1200 2500 
mešanica 
FG2/proteinaza (µL) 
400  500 1000 
FG2 + proteinaza  500 µL FG2 + 5 µL 
proteinaze 
500 µL FG2 + 5 µL 
proteinaze 
1 mL FG2 + 10 µL 
proteinaze 
100 % izopropanol 
(µL) 
400  500  1000 
70 % etanol (µL) 400  500  1000 
FG3 (µL) 200 (odvisno od 
velikosti peleta) 
200 (odvisno od 
velikosti peleta) 
300 (odvisno od 
velikosti peleta) 
 
3.4. MERJENJE KONCENTRACIJE IN ČISTOSTI  DNA  
Za uspešno pomnoževanje odseka DNA s qPCR sta pomembna zadostna količina in 
kakovost DNA. Po izolaciji DNA smo izmerili koncentracijo in čistost DNA s 
spektrofotometrom NanoDrop One© Thermo Scientific. Merjenje čistosti temelji na 
absorbciji vzorca pri valovnih dolžinah 230 nm, 260 nm in 280 nm. Vrednost absorbance 
nukleinskih kislin (NK) izmerimo pri 260 nm. To vrednost aparat uporabi za izračun 
koncentracije DNA preko Beer-Lambertove enačbe (74). Pri tej valovni dolžini poleg 
dvojnovijačne DNA (dsDNA) absorbirata tudi enovijačna DNA (ssDNA) in RNA ter tako 
lažno zvišata koncentracijo dsDNA. Prisotnost RNA določimo preko razmerja A260/280. 
Vrednost A260/280 med 1,7-1,9 pomeni, da imamo čisto DNA. Razmerje okoli 2 kaže na 
prisotnost RNA, pod 1,7 pa v glavnem na kontaminacijo s proteini. Čista DNA ima 
razmerje 260/230 med 2,0-2,2. Če je izmerjena vrednost občutno nižja, pomeni prisotnost 
kontaminantov, kot so EDTA, ogljikovi hidrati, fenol in gvanidin (75). Nizke koncentracije 
(<10 ng/µL) vplivajo na netočnost razmerij. Kontaminanti iz izolacije DNA, ki dajejo 
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previsoko izmerjene koncentracije in so pogosti inhibitorji DNA polimeraz so soli, 
gvanidin in organska topila (76, 77).  
 
Postopek merjenja koncentracije in čistosti DNA 
1. Ves material, reagente in delovno površino smo najprej očistili s 3 % hipokloritom in 
nato še s 70 % etanolom. 
2. Vzorec smo premešali na minimalni hitrosti (5 s) in kratko centrifugirali, da se je vsa 
raztopina zbrala na dnu epice.   
3. Merilni del Nanodropa smo očistili z deionizirano vodo in obrisali s staničevino za 
Nanodrop. 
4. Izbrali smo program za merjenje dsDNA. 
5. Na merilni del Nanodropa smo odpipetirali 1,5 μL slepega vzorca FG3 in izmerili 
njegovo vrednost. Merilni del smo obrisali s staničevino. 
6. Koncentracijo in čistost vzorca smo določili tako, da smo na merilni del odpipetirali 
1,5 µL vzorca in počakali, da aparat izmeri vrednosti. Merilni del smo obrisali s 
staničevino in postopek ponovili z drugim vzorcem.  
7. Ko smo končali z meritvami, smo merilni del očistili kot v koraku 3.  
 
3.5. DOLOČANJE INTEGRITETE DNA Z AGAROZNO GELSKO 
ELEKTROFOREZO 
Kakovost izolirane DNA smo določili z elektroforezo, separacijsko tehniko, ki temelji na 
potovanju nabitih delcev v električnem polju. Agarozni gel služi kot matriks za potovanje 
vzorca med elektroforezo in omogoča ločevanje delcev na osnovi razmerja naboj/masa 
(76). Agarozno elektroforezo lahko uporabimo za ločevanje DNA fragmentov dolgih med 
100 bp in 25 kbp. DNA je zaradi fosfatnih skupin v svoji strukturi negativno nabita in zato 
potuje proti pozitivno nabiti elektrodi-anodi. Ker ima DNA enotno razmerje masa/naboj, se 
molekule DNA ločijo glede na velikost. Zato krajši fragmenti DNA potujejo hitreje, 
medtem ko daljši ostanejo bližje mestu nanosa vzorca. Pri konstantni napetosti, 
koncentraciji in vrsti agaroznega gela, vrsti elektroforeznega pufra in fluorescentnega 
barvila, je hitrost potovanja DNA poleg njene velikosti, odvisna tudi od konformacije. V 
gel smo dodali fluorescentno barvilo Midori Green, ki se interkalira v DNA in omogoča 
njeno vizualizacijo pod UV lučjo. Ko je izpostavljen UV svetlobi, se elektroni v 
aromatskem obroču aktivirajo in pri vračanju v osnovno stanje sproščajo energijo v obliki 
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svetlobe. Količina interkaliranega barvila je odvisna od koncentracije DNA. To omogoča 
približno oceno količine DNA na podlagi intenzitete lise. Preden smo vzorce DNA nanesli 
na gel, smo jim dodali še nanašalni pufer, bromfenolmodro. Nanašalni pufer poveča 
gostoto vzorca, da ta lažje potone v gel, povzroči, da DNA postane vidna pod naravno 
svetlobo in s tem olajša nanašanje vzorca. Ker potuje s standardno hitrostjo skozi gel, 
omogoča oceno prepotovane dolžine DNA. Približno velikost DNA smo ocenili s 
primerjavo z DNA standardom, ki vsebuje mešanico znanih dolžin različno dolgih 
fragmentov DNA (78). 
 
Postopek priprave 2 % agaroznega gela  
1. Delovno površino digestorija, material za pipetiranje in nosilec za pripravo 
elektroforeznega gela smo prebrisali s 70 % etanolom. Kadičko smo vpneli v nastavek 
in jo s pomočjo merilca poravnali. V režo kadičke smo vstavili glavniček. 
2. V erlenmajerico smo zatehtali  1,5 g  agaroze in dodali z merilnim valjem odmerjenega 
75 mL 1x TAE pufra ter premešali s kroženjem. Erlenmajerico smo pokrili z urnim 
stekelcem, položili na tehtnico in starirali. 
3. Agarozo smo v erlenmajerici segrevali, dokler se ni čisto raztopila in je raztopina 
postala prozorna in homogena.  
4. Erlenmajerico smo postavili na starirano tehtnico in razliko v masi nadomestili z 
dodajanjem dH2O s puhalko. 
5. V digestoriju smo pustili, da se je raztopina malo ohladila in nato dodali 3 μL 
fluorescentnega barvila  Miodori Green. Premešali smo s kroženjem in vlili v kadičko. 
Mehurčke smo odstranili s pipetnim nastavkom. 
6. Ker izpostavljenost barvila sončni svetlobi povzroča bledenje fluorescence, smo 
kadičko pokrili s škatlo in zaprli digestorij. S tem smo tudi preprečili možnost 
kontaminacije gela. Počakali smo pol ure, da se je gel strdil. 
7. Strjen gel smo v plastični vrečki shranili na 4 °C in ga v roku treh tednov uporabili. 
 
Postopek določanja integritete DNA z agarozno gelsko elektroforezo 
1. Delovno površino in material za pipetiranje smo prebrisali s 3 % hipokloritom in 
nato s 70 % etanolom. 
2. Vzorce smo premešali na minimalni hitrosti (5 s) in kratko centrifugirali. 
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3. V elektroforezno kadičko smo nalili 1x TAE pufer, vanjo položili 2 % agarozni gel 
in dodali še toliko 1x TAE pufra, da je bil gel popolnoma prekrit.  
4. Na parafilm smo napipetirali 2 µL kapljice bromfenolmodrega (št. vzorcev + DNA 
standard). 
5. K  bromfenolmodremu smo dodali 3 μL DNA standarda (1 kb DNA Ladder). 
6. Pipetni nastavek smo prenesli na pipeto z volumnom 6 µL, kapljici premešali s 
pipetiranjem in odpipetirali v prvo vdolbinico gela.  
7. K ostalim kapljicam bromfenolmodrega smo odpipetirali 2 µL vzorca in premešali 
po prej opisanem postopku. Vsak vzorec smo prenesli v svojo vdolbinico in nato 
pokrili kadičko s pokrovom. 
8. Program elektroforeze smo nastavili na 25 min in 90 V. Preverili smo ali ob 
elektrodah izhajajo mehurčki, kar je pomenilo, da je elektroforeza bila uspešno 
zagnana.  
9. Prižgali smo UVITEC CAMBRIDGE ter računalnik. Komoro aparata smo obrisali 
z dH2O. 
10. Spodnjo stran gela smo po končani elektroforezi popivnali na papirnati brisači in ga 
z isto stranjo postavili v komoro aparata.  
11. Položaj DNA lis na gelu smo določili s pomočjo programa UVITEC Alliance. Tam 
smo izbrali UV fluorescenco in svetilnost (0, 1, 8 oz. 0, 2, 8) ter program zagnali.  
12. Po končani analizi smo sliko gela shranili in komoro obrisali z dH2O.  
 
3.6. PRIPRAVA VZORCEV, KALIBRATORJA IN STANDARDOV 
Za qPCR običajno potrebujemo 104-106 molekul matrice, kar na 50 µL reakcijskega 
volumna ustreza 0,1-1 µg genomske DNA. Koncentracije izolirane DNA naših vzorcev so 
bile previsoke, zato smo jih morali redčiti. Previsoke koncentracije DNA lahko vodijo do 
nespecifičnega pomnoževanja in zmanjšane učinkovitosti pomnoževanja zaradi večjega 
vpliva inhibitorjev (76). 
 
Priprava vzorcev 
Vzorce smo na vrtinčastem mešalu premešali, kratko centrifugirali in na Nanodropu 
izmerili koncentracijo. V primeru večih paralelk istega vzorca, smo te združili. Izločili smo 
paralelke, ki so preveč odstopale od ostalih ali ki so imele slabo čistost DNA. Vzorce smo 
nato najprej redčili na 50 ng/µL in volumen 40 µL ter jih čez noč shranili na 4 °C. 
 26 
 
Naslednji dan smo premešanim vzorcem izmerili koncentracijo in jih v mikrotitrskih 
ploščicah redčili na 10 ng/µL in končni volumen 100 µL. Do izvedbe qPCR smo jih 
shranili na 4 °C. 
 
Priprava kalibratorja 
Za določitev relativne DTL telomerni produkt normaliziran s produktom referenčnega gena  
podamo relativno glede na nek drugi vzorec (kalibrator) (76). Kalibrator uporabimo v 
vsaki seriji za oba gena, kar nam omogoča, da pri izračunu relativne DTL upoštevamo 
naključne merilne napake in posledično razlike med qPCR ploščami. Kot kalibrator smo 
uporabili zunanji vzorec 2569A. Izbrali smo ga na podlagi visoke čistosti in integritete. 
Redčitev smo izvedli po istem postopku kot za vzorce, le da smo obe koncentraciji 
pripravili v 0,5 mL epicah. Do analize smo en alikvot shranili na 4 °C, ostale pa zamrznili 
na -80 °C.  
 
Priprava standardov za umeritveno krivuljo 
Za relativno kvantifikacijo smo izbrali metodo standardne krivulje. Ta pristop uporabimo, 
kadar se tarčni in referenčni gen ne pomnožujeta enako učinkovito. V vsaki seriji moramo 
pripraviti standardno krivuljo za oba gena, pri tem nam ni potrebno poznati absolutne 
koncentracije standardov (76).  
Kot standard smo na podlagi visoke čistosti, integritete in večjega volumna izbrali vzorec 
3093. Vzorec smo na vrtinčastem mešalu premešali, kratko centrifugirali in na Nanodropu 
izmerili koncentracijo. Pripravili smo matično raztopino, tako da smo vzorec redčili na 100 
ng/µL in volumen 300 µL. Matično raztopino smo dobro premešali, ponovno izmerili 
koncentracijo in iz nje s serijsko redčitvijo pripravili 6 standardov z volumnom 300 μL in 
sledečimi koncentracijami: 80 ng/µL, 40 ng/µL, 20 ng/µL, 10 ng/µL, 5 ng/µL in 2,5 
ng/µL. En alikvot posameznega standarda smo do izvedbe qPCR shranili na 4 °C, ostale 
alikvote in matično raztopino smo zamrznili na -80 °C. 
 
3.7. VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU 
(qPCR) 
S PCR lahko v kratkem času sintetiziramo veliko število kopij želenega odseka DNA. 
qPCR je nadgradnja klasične PCR in temelji na merjenju fluorescence. Potek reakcije pri 
obeh sestoji iz treh stopenj. V prvi stopnji denaturacije s segrevanjem na 94-95 °C 
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razklenemo dsDNA. V drugi stopnji prileganja oligonukleotidnih začetnikov, se pri 
temperaturi 40-60 °C na nastali ssDNA vežeta oligonukleotidna začetnika, ki omejita 
odsek, katerega želimo pomnožiti. Tretja stopnja izgrajevanja poteka pri 72 °C, ki 
omogoča termostabilni DNA polimerazi, da se veže na oligonukleotidni začetnik in v 
smeri 5´ proti 3´ sintetizira komplementarno verigo DNA. Glavna prednost qPCR pred 
klasično je, da pomnoževanje in detekcija produktov potekata sočasno, kar omogoča 
zanesljivejšo kvantifikacijo produkta. V eksponentni fazi vsakega cikla določimo količino 
nastalega produkta. Samo v tej fazi lahko iz količine produkta zanesljivo sklepamo o 
začetnem številu kopij matrice v vzorcu. Na eksponentnem delu krivulje, ki podaja 
odvisnost jakosti fluorescence od števila ciklov, določimo fluorescenčni prag. Ta 
predstavlja intenziteto fluorescence, ki je zanesljivo večja od fluorescence ozadja. Za vsak 
vzorec določimo kvantifikacijski cikel (Cq), ko doseže ta prag (76).  
Dolgo časa je bilo nemogoče meriti telomere s qPCR. Težava je bila v tem, da so začetniki, 
ki se prilegajo na TTAGGG in CCCTAA ponovitve komplementarni. Kot produkt so 
dobili le dimere začetnikov (69). Problem dimerizacije je Cawthon (69) rešil s spremembo 
osnovnega protokola reakcije qPCR in s posebno oblikovanim setom začetnikov, ki jih je 
kasneje še nadgradil (71). V tej zadnji verziji protokola, ki smo jo uporabili tudi mi, nižja 
temperatura v prvih štirih ciklih omogoča vezavo začetnikov na telomerno DNA in njihovo 
podaljšanje z DNA polimerazo. Preostali cikli so izvedeni pri višji temperaturi, s čimer 
pomnožimo samo specifične produkte iz začetnih štirih ciklov. Slika 6 prikazuje, da sta 
začetnika zasnovana tako, da DNA polimeraza v prvem ciklu lahko podaljša samo telF 
začetnik, kajti prva baza na 3' koncu telR začetnika ni komplementarna matrični DNA. 
TelR začetnik se nato v drugem ciklu lahko veže na produkt podaljšanega telF začetnika na 
več načinov, vendar samo en način omogoča sintezo DNA in posledično nastanek produkta 
nespremenljive dolžine. 3´ konca obeh začetnikov sta sicer popolnoma komplementarna in 
lahko tvorita dimer, vendar je ta preveč nestabilen, da bi ga lahko kasneje zaznali. Zadnjih 
7 baz na 5' koncu vsakega začetnika se ne more vezati na matrico. Njihova naloga je, da v 




Slika 6: Princip vezave začetnikov na matrično DNA in en na drugega v prvem ciklu reakcije 
qPCR ter vezava telR začetnika na produkt podaljšanega telF začetnika v drugem ciklu reakcije 
(prirejeno po (71)). 
 
Za vsak vzorec po končani reakciji izračunamo razmerje, ki določa za koliko se vzorčna 
DNA razlikuje od referenčne DNA (kalibratorja) v razmerju števila kopij telomernih 
ponovitev glede na endogeni gen, za katerega imamo samo eno kopijo v haploidnem 
genomu. To razmerje je proporcionalno povprečni DT (69). Z normalizacijo na endogeni 
gen je primerjava rezultatov med vzorci bolj verodostojna, saj z njo izničimo vpliv razlik v 
učinkovitosti izolacije NK, dodani količini NK v reakcijsko zmes za qPCR in učinkovitosti 
reakcije qPCR med posameznimi vzorci (76). Kot endogeni gen smo uporabili gen za 
albumin. Za detekcijo produktov smo izbrali fluorescentno barvilo Eva Green, ki se v 
stopnji podaljševanja nespecifično reverzibilno vrine v nastajajočo dsDNA in fluorescira. 
Količina fluorescence je sorazmerna s količino nastale dsDNA (76). 
 
Optimizacija qPCR 
Pred izvedbo reakcije je potrebna dobra optimizacija. V našem primeru, je to bilo še toliko 
bolj pomembno, ker smo za detekcijo produktov reakcije uporabili nespecifično barvilo. 
Barvilo se lahko vgradi v katero koli prisotno dsDNA in tako bi določili lažno zvišano 
količino produkta. Začetnike za telomere in albumin smo izbrali na podlagi najpogosteje 
uporabljenih v literaturi. Koncentracije začetnikov smo nato optimizirali v območju 100 
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nM-300 nM. Kot optimalno koncentracijo smo izbrali najnižjo, ki daje najnižje Cq. 
Optimizirali smo tudi koncentracije reagentov in program pomnoževanja za oba gena. S 
standardno krivuljo smo preverili učinkovitost pomnoževanja, ki mora biti med 95 in 110 
%. Prisotnost potencialnih neželenih produktov in dimerov začetnikov smo pogledali s 
talilno krivuljo (Tm). Ker imajo različno dolgi produkti različne Tm, lahko na odsotnost 
nespecifičnega produkta sklepamo, kadar opazimo le en vrh pri vzorcu in nobenega 
(odsotnost dimerov začetnikov) pri negativni kontroli (NTC) (76). Optimizaciji, je sledilo 
pomnoževanje gena za albumin in telomere.  
 
Postopek qPCR 
1. Komoro, pipetne nastavke, epice in pipete smo očistili s 3 % hipokloritom in 70 % 
etanolom ter prižgali UV luč za 30 min. Reagente smo v tem času odtajali v hladilnem 
stojalu. 
2. Prižgali smo LightCycler, nato računalnik ter izbrali program qPCR reakcije, glede na 
gen, ki smo ga pomnoževali. V program smo vnesli načrt pipetiranja. V preglednici III 
je prikazan temperaturni program za pomnoževanje telomer in albumina.  
 
Preglednica III: Temperaturni program za pomnoževanje telomer (levo) in albumina (desno). 
 
 




3. Oligonukleotidne začetnike smo dobili v liofilizirani obliki. V prvi seriji smo jih zato 
najprej redčili z ultra čisto vodo v matično raztopino (100 µM). Iz nje smo pripravili 
alikvote (2 µM, 200 µL) za telomere in albumin. Vse raztopine smo shranjevali na -20 
°C. 
4. V komori smo vse reagente premešali na vrtinčastem mešalu in kratko centrifugirali. V 
1,5 mL epici smo pripravili reakcijsko mešanico. Izračun volumnov reagentov in vrstni 




čas število ciklov 
95 12 min 1 
95 15 s 4 
49 20 s 
95 15 s 40 
62 10 s 




čas število ciklov 
95 12 min 1 
95 15 s 40 
62 10 s 
87 15 s 
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Preglednica IV: Volumni reagentov in vrstni red pipetiranja za pripravo qPCR reakcijske 
mešanice. 
REAGENT Koncentracija v 
končnem volumnu 
Volumen za 1 luknjico (µL) 
Ultra čista voda  / 2 
Eva Green Master Mix (5x) 1x 2 
Telomere/Albumin F (2 µM) 400 nM 2 
Telomere/Albumin R (2 µM) 400 nM 2 
Standardi/vzorci DNA (10 
ng/µL)/kalibrator/slepa (dH2O) 
2 ng/µL za vzorce DNA 
in kalibrator 
2 
skupaj  10 
 
5. Pripravljeno reakcijsko mešanico, standarde in kalibrator smo dobro premešali in 
kratko centrifugirali. Ploščico z razredčenimi vzorci smo obrnjeno na glavo nekajkrat 
stresli in nato centrifugirali na 1900 x g 2 min. Na tak način smo vzorce premešali. 
6. Na mikrotitrsko ploščico smo po shemi pipetiranja najprej odpipetirali 8 µL reakcijske 
mešanice in nato 2 µL vzorca/standarda/kalibratorja/slepe. Vsakega izmed teh smo 
nanesli v triplikatu.  
7. Mikrotitrsko ploščico smo prekrili s prozorno folijo in jo s pomočjo ploščice dobro 
pritrdili. Mešanico smo centrifugirali na 1900 x g 2 min in jo tako premešali ter se 
znebili mehurčkov.  
8. Mikrotitrsko ploščico smo vstavili v LightCycler in na računalniku zagnali reakcijo. 
 
Relativna kvantifikacija z metodo standardne krivulje 
Po končani reakciji qPCR smo rezultate reakcije analizirali in relativno DTL v vzorcih 
določili z metodo standardne krivulje.  
Postopek: 
1. Iz krivulje pomnoževanja (odvisnost fluorescence od števila ciklov) smo za vsak 
triplikat vzorca odčitali vrednost Cq za telomere in albumin. Cq vzorca za posamezen 
gen smo podali kot povprečje triplikatov in izračunali SD. V primeru SD > 0,3 smo 
paralelko, ki je najbolj odstopala izločili. Preverili smo tudi ali je vrednost Cq 
standardov s padajočo koncentracijo naraščala za približno en cikel. To pomeni, da je 
razlika v količini matrice med tema dvema vzorcema 2-kratna in je pomnoževanje 
standardov uspešno. 
2. Primernost reakcije qPCR smo ocenili na podlagi učinkovitosti pomnoževanja (E = 90-
110 %), ki smo jo izračunali po enačbi 1, linearnosti standardne krivulje (R2 > 0,99), 
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ponovljivosti vzorcev (<10 % vzorcev s slabo ponovljivostjo), standardov in 
kalibratorja ter uspešnosti NTC.  
 
Enačba 1: Enačba za določitev učinkovitosti pomnoževanja. 
E = 10−1/naklon − 1 
 
3. Po izvedbi vseh serij, smo ocenili še ponovljivost učinkovitosti pomnoževanja in 
ponovljivost Cq kalibratorja med serijami. 
4. Na podlagi povprečnih vrednosti Cq vzorca in kalibratorja smo s pomočjo standardne 
krivulje (odvisnost Cq od koncentracije) iste serije, določili koncentracijo obeh genov v 
vzorcu in kalibratorju. 
5. Tarčni gen vzorca in kalibratorja smo normalizirali glede na referenčni gen. Relativno 
DT smo izrazili kot količnik normalizirane vrednosti vzorca z normalizirano vrednostjo 
kalibratorja (enačba 2): 
 
Enačba 2: Enačba za izračun relativne dolžine telomer. 
relativna dolžina telomer =
c (vzorec tarčni gen)
c (vzorec referenčni gen)⁄
c (kalibrator tarčni gen)
c (kalibrator referenčni gen)⁄
 
 
3.8. STATISTIČNA ANALIZA 
Podatke smo statistično obdelali z računalniškim programom IBM SPSS Statistics 20. 
Povezavo med DTL in MKG smo preverjali preko povezave T/S z vrednostmi MKG na 
mestu vratu stegnenice (FN), trohantra (troch), intertrohantra (inter), celega kolka (TH), 
ledvene hrbtenice (LS), podlahti in tretjine koželjnice (1/3 radius). Povezavo med DTL in 
kvaliteto trabekularne kosti smo določili preko povezave T/S z vrednostmi TBS.  
 
Potek statistične obdelave podatkov: 
1. Za vsako vrsto podatkov smo preverili normalnost porazdelitve s Shapiro-Willk testom 
in v primeru normalne porazdelitve smo v nadaljevanju uporabili parametrične teste, v 
nasprotnem primeru pa neparametrične.  
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2. Korelacijo smo za nenormalno porazdeljene podatke ocenjevali s Spearmanovim 
dvostranskim neparametričnim testom, za normalno porazdeljene podatke smo 
uporabili Pearsonov dvostranski parametrični test. Oba testa podata koeficient 
korelacije, ki zavzame vrednosti med -1 in +1. Vrednost -1 pomeni, da je prisotna 
maksimalna negativna korelacija, vrednost +1 pa da gre za maksimalno pozitivno 
korelacijo. V primeru, da je koeficient enak 0, povezanosti med spremenljivkama ni 
(79). Vpliv ene spremenljivke na drugo smo določili z linearno regresijo.  
3. Preverili smo, ali obstaja razlika v T/S med osteoporozno in kontrolno skupino 
(osteopenične in zdrave) pomenopavznih žensk. Preiskovanke smo glede na T-
vrednosti FN, TH, LS in 1/3 radiusa po kriteriju SZO razdelili v omenjeni skupini. Prav 
tako smo preverili razliko v T/S med tistimi z degradirano in normalno kostno 
mikroarhitekturo. Po kriteriju za vrednosti TBS smo jih razdelili v te dve skupini. Pred 
tem smo preverili normalnost porazdelitve T/S v skupinah in homogenost varianc z 
Levenovim testom. Pogoja sta v vseh skupinah bila izpolnjena, zato smo za odkrivanje 
razlike v T/S med skupinama uporabili parametrični t-test dveh neodvisnih vzorcev. 
4. Za oceno vpliva starosti in ITM na povezavo T/S z MKG in TBS smo uporabili test 
ANCOVA. Pred izvedbo testa so podatki morali zadostiti trem predpostavkam: 
normalnost porazdelitve kovariate, neodvisnost kovariate in neodvisne spremenljivke 
in homogenost regresijskih naklonov.   
















4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. OPTIMIZACIJA IZOLACIJE DNA 
Namen naše raziskave, je bil določiti DTL pri pomenopavznih ženskah, zato smo s 
FlexiGene® kitom izolirali DNA iz 42 vzorcev PK in iz 20 vzorcev BC. Izolirali smo po 
navodilih proizvajalca z nekaj modifikacijami, ki so se izkazale kot bolj uspešne. Največ 
težav nam je predstavljalo raztapljanje izolirane DNA. Ugotovili smo, da je ključni korak 
intenzivno stresanje mešanice lizirnega pufra in vzorca, namesto obračanja. Do raztapljanja 
DNA ni prišlo, ker se v koraku lize celic nismo popolnoma znebili proteinov, lipidov in 
drugih celičnih komponent, ki so ostale vezane na DNA. Za odstranitev teh kontaminantov 
je zato potrebno dobro razbiti celice, kar dosežemo z močnim stresanjem in inkubacijo v 
lizirnem pufru. Zato smo k originalnemu protokolu dodali korak stresanja na stresalniku. S 
priporočili proizvajalčevega protokola namreč nismo mogli doseči raztapljanja DNA na 
nobenega izmed sledečih načinov: podaljšanje inkubacije za 1 h na 65 °C, inkubacija čez 
noč na ST, večji volumen hidratacijskega pufra, raztapljanje v dH2O ali 1x TE pufru, 
spreminjanje časa sušenja DNA in podaljšanje inkubacije s proteinazo. DNA se je raztopila 
samo, če smo jo inkubirali čez noč na 65 °C, vendar je v tem primeru prišlo do njene 
fragmentacije. Podaljšali smo tudi čas in hitrost centrifugiranja originalnega protokola. 
Tako je pelet ostal bolj kompakten, dlje časa pritrjen na dno centrifugirke in je bilo 
odlivanje supernatanta zato lažje. Prav tako smo podaljšali inkubacijo s proteinazo, da smo 
se bolj učinkovito znebili proteinov. Dodali smo korak, kjer smo obrnjeno centrifugirko po 
odlitju izopropanola pustili nekaj časa na papirju. Tako smo zmanjšali možnost 
kontaminacije vzorca z izopropanolom in posledično slabše raztapljanje in čistost DNA. 
Ugotovili smo, da k bolj učinkovitemu spiranju in boljši čistosti DNA prispeva inkubacija 
DNA v 70 % etanolu, zato smo dodali tudi ta korak. Opustili smo korak sušenja DNA. Le-
ta se nam je pogosto preveč posušila in je bilo zato njeno raztapljanje težavno. Namesto 
tega smo stene centrifugirke samo pobrisali z vatirano palčko. Volumen hidratacijskega 
pufra smo dodali glede na velikost peleta. 12 vzorcev (vsi PK) je ostalo nepopolno 
raztopljenih (3087, 3081, 3079, 3091, 3084, 3090, 3085, 3082, 3083, 3096, 3086, 3092). 
Starejši vzorci so se odtajali dlje od priporočenega časa (tudi do 1 h) in pogosto so še ostali 





4.2. OCENA KONCENTRACIJE IN ČISTOSTI DNA  
Uspešnost izolacije smo ocenili preko spektrofotometrično izmerjenih koncentracij in 
čistosti izoliranih vzorcev DNA (preglednica V). 
 








(ng/μL) A260/280 A260/230 PK/BC 
3043 230,0 1,85 2,04 BC 3098 173,4 1,89 2,05 PK 
3044 483,8 1,85 2,05 BC 3099 183,0 1,87 1,78 PK 
3045 1286,8 1,83 2,28 BC 3100 160,3 1,88 1,94 PK 
3046 415,9 1,85 2,18 BC 3101 228,6 1,86 2,00 PK 
3047 90,0 1,91 1,56 BC 3102 84,5 1,91 1,75 PK 
3048 235,5 1,85 2,05 BC 3103 146,4 1,84 1,45 PK 
3049 418,0 1,82 1,77 BC 3104 212,2 1,85 1,54 PK 
3054 401,6 1,82 1,91 BC 3105 321,4 1,78 1,43 PK 
3055 515,8 1,86 2,17 BC 3106 260,0 1,85 1,66 PK 
3056 441,3 1,84 1,98 BC 3107 1075,5 1,84 1,78 PK 
3058 341,7 1,85 2,19 BC 3108 248,5 1,85 1,71 PK 
3059 499,7 1,84 2,13 BC 3109 805,9 1,75 1,48 PK 
3060 325,4 1,84 2,10 BC 3109 499,3 1,86 2,20 BC 
3063 195,2 1,85 1,90 BC 3110 906,8 1,82 2,17 BC 
3066 514,4 1,84 2,16 BC 3110 719,1 1,85 1,77 PK 
3077 242,4 1,78 1,19 PK 3111 819,7 1,77 1,35 PK 
3078 452,3 1,87 2,20 BC 3112 491,6 1,82 1,77 PK 
3079 258,5 1,84 1,90 PK 3113 166,2 1,87 1,57 PK 
3080 423,9 1,86 1,43 PK 3114 550,8 1,87 1,96 PK 
3081 307,8 1,85 1,45 PK 3115 200,9 1,83 1,67 PK 
3082 158,5 1,86 1,68 PK 3116 311,0 1,83 1,63 PK 
3083 149,7 1,77 1,12 PK 3117 185,7 1,88 1,57 PK 
3084 207,2 1,79 1,21 PK 3118 484,4 1,87 1,99 PK 
3085 164,1 1,84 1,74 PK 3119 4193,9 1,84 2,15 PK 
3086 143,5 1,75 1,42 PK 3120 414,2 1,88 2,03 PK 
3087 1165,7 1,70 1,21 PK 3121 372,7 1,87 2,00 PK 
3088 283,5 1,86 2,04 BC 3122 458,7 1,86 1,89 PK 
3089 273,5 1,85 1,94 BC 3129 339,3 1,85 2,06 PK 
3090 209,9 1,80 1,66 PK N 62 62 62  
3091 222,2 1,74 1,44 PK povp. 432,5 1,84 1,79  
3092 64,3 1,93 1,07 PK SD 550,0 0,04 0,31  
3093 447,2 1,86 1,97 PK maks 4193,9 1,93 2,28  
3096 141,5 1,85 1,80 PK min 64,3 1,70 1,07  




Koncentracije so se nahajale znotraj merilnega intervala spektrofotometra (2-27500 ng/µL 
dsDNA), na podlagi česar lahko sklepamo, da so meritve zanesljive (74). Povprečna 
koncentracija je bila 432,5 ng/µL±550,0. Na veliko nihanje koncentracij med vzorci kaže 
tudi maksimalna (4193,9 ng/µL) in minimalna (64,3 ng/µL) koncentracija. Vzrok za to so 
lahko razlike v koncentraciji levkocitov, nezadostna liza celic ali neraztopljena DNA. 
Povprečna vrednost A260/280 je bila 1,84±0,04. Ker se vrednost nahaja znotraj intervala 
1,7-1,9, lahko rečemo, da v vzorcih ni prisotnih proteinov ali drugih spojin, ki absorbirajo 
pri 280 nm. Noben vzorec se ni nahajal nad vrednostjo 2, kar bi kazalo na prisotnost RNA. 
Povprečje vrednosti A260/230 naših vzorcev je bilo 1,79±0,31, kar je nekoliko pod 
spodnjo mejo intervala 2,0-2,2. Nižje razmerje bi lahko povzročila prisotnost EDTA, 
ogljikovih hidratov, gvanidina, etanola, izopropanola ali drugih organskih spojin, ki 
obsorbirajo okoli 225 nm. Prav tako nekateri proteini absorbirajo okoli 200-230 nm. V 
praksi velja, da morebitno oviro za nadaljnje analize, predstavljajo vrednosti pod 1,80 (80). 
Nekaj vzorcev, ki je imelo to razmerje zelo nizko, smo kljub temu ocenili kot dovolj čista 
za nadaljnjo analizo. V qPCR reakciji uporabljamo zelo razredčene vzorce, zato negativen 
vpliv teh spojin ne pride do izraza. Nismo imeli primera pretirano visokega razmerja, saj je 
bila maksimalna vrednost 2,28. DNA izolirana iz BC ima v našem vzorcu v povprečju 
statistično značilno (p < 0,05) višjo koncentracijo in razmerje A260/230 kot DNA izolirana 
iz PK (preglednica VI). Poleg tega izolacija DNA iz BC omogoča manjšo porabo 
reagentov. Zaključimo lahko, da je DNA primerne koncentracije in čistosti za izvedbo 
qPCR.  
 
Preglednica VI: Prikaz koncentracij in čistosti DNA pri izolaciji iz PK in BC. 
 PK BC Mann-Whitney U-
test* 
 
N = 42 N = 20 
povp. maks min povp. maks min 
konc (ng/μL) 428,7± 
646,7 
4193,9 64,3 440,5± 
261,7 
1286,8 90,0 p = 0,030 
A260/280 1,84± 
0,05 
1,93 1,70 1,85± 
0,02 
1,91 1,82 p = 0,897 
A260/230 1,67± 
0,28 
2,15 1,07 2,05± 
0,17 
 
2,28 1,56 p = 0,000 
 
* koncentracije in razmerja A260/280 ter A260/230 se v skupini BC in PK kljub logaritemski, 
recipročni in kvadratni transformaciji niso porazdeljevala normalno (p < 0,05), zato smo uporabili 
dvostranski neparametrični test dveh neodvisnih vzorcev (Mann-Whitney U-test). Rezultati 
Shapiro-Willk testa in grafična predstavitev porazdelitve podatkov ter njihove splošne značilnosti 
so prikazane v prilogi A.  
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4.3. OCENA INTEGRITETE DNA Z AGAROZNO GELSKO 
ELEKTROFOREZO 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo ocenili velikost in preverili integriteto izolirane 
DNA. S pomočjo DNA standarda, ki vsebuje fragmente velikosti 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 
kb, 3 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb in 0,5 kb smo ocenili, da je DNA v vseh vzorcih bila večja od 
10 kb. Nekateri vzorci so bili rahlo fragmentirani, na kar so nas opozarjali repi lis DNA, 
kar pa ni problematično. Primer rezultatov elektroforeze in velikost fragmentov 
uporabljenega standarda DNA predstavlja slika 7. 
 
Slika 7: Določanje integritete DNA z agarozno gelsko elektroforezo (2 % agaroza, 90 V, 25 min) 
in velikosti fragmentov uporabljenega standarda DNA.  
Črka M predstavlja DNA standard, s številkami so označeni vzorci in s črkami/enomestnimi 
številkami so označene paralelke vzorca. 
 
4.4. DOLOČANJE DTL Z VERIŽNO REAKCIJO S POLIMERAZO V 
REALNEM ČASU (qPCR) 
Relativno DTL smo določili s qPCR s pomočjo metode standardne krivulje. Meritev je bila 
uspešna, saj so koncentracije standardov bile dobro izbrane in so se vsi vzorci nahajali 
znotraj umeritvene krivulje. Prav tako je bila linearnost standardne krivulje (R
2
) vseh serij 
pri obeh genih večja od 0,99, kar pomeni da se podatki dobro prilegajo standardni krivulji. 
Učinkovitost pomnoževanja (E) gena za albumin je bila znotraj želenega območja (E = 90-
110 %), medtem ko je ta za telomere bila rahlo pod spodnjo mejo intervala in s slabšo 
ponovljivostjo pomnoževanja med serijami v primerjavi z albuminom. Učinkovitost 
pomnoževanja je 100 %, če se količina tarčnega zaporedja z vsakim ciklom podvoji, 
medtem ko nižje vrednosti kot v primeru albumina kažejo, da v naših vzorcih ni bilo 
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prisotnih inhibitorjev reakcije. Učinkovitost pomnoževanja pod priporočenim intervalom v 
primeru telomer, je lahko posledica slabo oblikovanih začetnikov za telomere, 
neoptimalnih reakcijskih pogojev in koncentracij reagentov ali prisotnih sekundarnih 
struktur, ki preprečujejo prileganje začetnikov na matrico (81). Vendar, ker so telomere 
ponavljajoča zaporedja, nimamo veliko možnosti izbire začetnikov. Poleg tega vrednosti 
niso bistveno odstopale od intervala in serije so bile med sabo primerljive, zato smo 
ocenili, da je učinkovitost pomnoževanja telomer primerna.  
 
Slika 8: Določitev kvantifikacijskega cikla (Cq) za standarde, telomere (A) in albumin (B). 
 
Za vsak triplikat vzorca smo s pomočjo krivulje pomnoževanje odčitali vrednost Cq za oba 
gena (slika 8) in izračunali povprečje triplikatov in SD. Število vzorcev s slabo 
ponovljivostjo (SD > 0,3) znotraj posamezne serije je bilo manj kot 10 %, kar potrjuje 
uspešnost izvedbe qPCR. Samo v prvi seriji pomnoževanja telomer je bilo takih vzorcev 5 
in v prvi seriji za pomnoževanje albumina 4. Ker je šlo za iste vzorce, smo jih v 4 seriji 
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ponovili. Tudi ponovljivost pomnoževanja kalibratorja znotraj serije in med njimi je bila 
dobra, kar kaže na točnost in ponovljivost analize. Prav tako v nobeni seriji pri NTC nismo 
detektirali produkta ali zelo malo in v zelo poznih ciklih, kar ne vpliva na analizo. Ko smo 
ocenili, da so podatki pridobljeni s qPCR zanesljivi, smo po enačbi 2 izračunali relativno 
DTL (T/S) (preglednica VII).  
 
Preglednica VII: Rezultati relativne DTL (T/S). 
ŠT DNA T/S ŠT DNA T/S 
3043 0,591 3093 0,736 
3044 0,600 3096 0,414 
3045 0,478 3097 0,931 
3046 0,431 3098 0,792 
3047 0,580 3099 0,613 
3048 0,499 3100 0,869 
3049 0,541 3101 1,089 
3054 0,470 3102 0,797 
3055 0,367 3103 0,701 
3056 0,503 3104 0,907 
3058 0,543 3105 0,897 
3059 0,339 3106 0,651 
3060 0,329 3107 1,058 
3063 0,489 3108 0,732 
3066 0,553 3109 0,493 
3077 1,260 3109 0,884 
3078 0,538 3110 0,503 
3079 0,770 3110 0,980 
3080 0,723 3111 0,814 
3081 0,478 3112 0,978 
3082 0,945 3113 0,894 
3083 0,473 3114 0,807 
3084 0,722 3115 0,894 
3085 0,475 3116 0,971 
3086 0,702 3117 0,974 
3087 1,191 3118 1,050 
3088 0,473 3119 0,872 
3089 0,505 3120 0,872 
3090 0,935 3121 0,714 
3091 1,364 3122 0,530 




4.5. UGOTAVLJANJE POVEZANOSTI DTL S KOSTNIMI 
PARAMETRI 
DTL že povezujejo z nekaterimi starostnimi boleznimi (82, 83, 84, 85, 86, 87), zato obstaja 
verjetnost, da je DTL povezana tudi s staranjem kosti. Na pomembno vlogo telomer pri 
nastanku osteoporoze kažejo raziskave na miših z mutiranimi geni, odgovornimi za 
vzdrževanje DT ter bolezni prezgodnjega staranja, saj imajo oboleli med drugim tudi 
osteoporozo in krajše telomere. Študije na miših nam sicer nudijo vpogled v posledice 
disfunkcionalnih telomer na kosti brez vpliva dodatnih dejavnikov, ki so prisotni v 
epidemioloških študijah. Ker pa je dolžina telomer močno vrstno specifična (4000-15000 
nukleotidov), težko delamo zaključke samo na podlagi živalskih modelov (88). Ravno tako 
povezave med DTL in stanjem kosti pri sindromih prezgodnjega staranja ni primerno 
posploševati na zdravo populacijo. Procesi staranja so pospešeni in mehanizem staranja se 
razlikuje od tistega, ki ga najdemo pri običajni osteoporozi (88). Zato so pomembne tudi 
populacijske študije.  
Namen naše študije je bil preveriti povezavo med DTL (T/S) in kostnima parametroma-
TBS in MKG (FN, inter, troch, TH, LS, podlaht in 1/3 radius). Za vsako skupino podatkov 
smo izvedli Shapiro-Willk test, s katerim smo preverili normalnost porazdelitve podatkov. 
T/S in nekaj ostalih parametrov se ni porazdeljevalo normalno. Ker smo želeli uporabiti 
parametrične teste in s tem doseči večjo statistično moč, smo izvedli logaritemsko 
transformacijo. Podatki o T/S, MKG-1/3 radius, MKG-LS, MKG-TH, MKG-inter, MKG-
FN, MKG-troch, starost in ITM so se porazdeljevali normalno, zato smo pri nadaljnjih 
analizah s temi podatki uporabili logaritemske vrednosti in parametrične teste. Z 
logaritmiranimi podatki o T/S, starosti in ITM smo dosegli normalno porazdelitev tudi v 
osteoporozni in kontrolni skupini. Podatki za starost so se v skupini degradirane in delno 
degradirane kosti normalno porazdeljevali le v inverzno transformirani obliki, medtem ko 
smo vrednosti ITM za dosego normalne porazdelitve v obeh skupinah morali logaritmirati. 
Tudi na teh parametrih smo uporabili parametrične teste. Z logaritemsko transformacijo 
vrednosti MKG-podlaht in TBS nismo mogli doseči normalne porazdelitve. Zato smo pri 
analizi teh podatkov uporabili netransformirane vrednosti in neparametrične teste. 
Rezultati Shapiro-Willk testa in grafična predstavitev porazdelitve podatkov ter njihove 





4.5.1. POVEZANOST MED DTL IN TBS 
TBS je nova metoda, namenjena izboljšanju odkrivanja preiskovancev z visokim 
tveganjem za zlom. Ima namreč to prednost, da zazna kost slabe kvalitete, četudi je njena 
kvantiteta normalna. Zato je sedaj v nekaterih centrih za osteoporozo poleg meritve MKG s 
programsko nadgradnjo mogoča tudi meritev TBS. TBS korelira z meritvami kvantitativne 
računalniške tomografije, ki velja za zelo natančno in ponovljivo metodo za določanje 
stanja strukture kosti in kostne gostote, vendar za razliko od TBS ni dostopna v klinični 
praksi. TBS naj bi tako bil povezan s kostnim volumnom, številom trabekul in povezanosti 
med njimi, medtem ko z debelino trabekul ni oz. je negativno povezan (33). TBS tako kot 
MKG s staranjem upada. V skladu z izgubljanjem trabekularne kostnine, je majhna 
sprememba TBS opazna med 30. in 45. letom, po tem se začne progresivno zmanjševanje z 
leti, ki je bolj opazno pri ženskah kot pri moških (29, 33). Tekom staranja ženske 
izgubljajo trabekularni del kostnine v glavnem zaradi manjšanja števila trabekul, moški pa 
zaradi njihovega tanjšanja (10, 89). Ker se torej s staranjem kvaliteta trabekularne kosti 
merjene s TBS niža, bi TBS lahko bil povezan z DTL. Nobena študija do danes, še ni 
preiskovala povezanosti DTL s TBS, niti tega, ali obstaja razlika v DTL med degradirano 
in normalno kostno mikroarhitekturo, določeno na podlagi vrednosti TBS.  
Analizo povezanosti DTL s kvaliteto trabekularne kosti smo izvedli na 58 preiskovankah, 
ker za 4 nismo imeli podatka o vrednosti TBS. Podatki TBS se niso porazdeljevali 
normalno, zato smo povezavo med TBS in DTL ocenili z neparametričnim Spearmanovim 
testom in odnos med njima preverili še z linearno regresijo. Oba testa sta bila statistično 
neznačilna (p > 0,05), zato povezave med TBS in DTL nismo mogli potrditi. Vendar tako 
Spearmanov koeficient (ρ = -0,023) kot naklon linearne premice (b1 = -0,017) kažeta na 
negativen trend med parametroma. Rezultati obeh testov (preglednica VIII) se tako ne 
skladajo z našo predpostavko, da so krajše telomere povezane z nižjim TBS. Grafični 
prikaz linearne regresije se nahaja v prilogi B.  
 














4.5.2. PRIMERJAVA DTL MED POMENOPAVZNIMI ŽENSKAMI Z 
DEGRADIRANO IN NORMALNO MIKROARHITEKTURO KOSTI 
Zanimalo nas je tudi, ali bi nam DTL lahko povedala ali je nekdo nagnjen k slabši strukturi 
kosti. Preiskovanke smo v ta namen na podlagi vrednosti TBS razdelili v skupino 
»degradirana mikroarhitektura kosti« (TBS ≤ 1,200) in »normalna mikroarhitektura kosti« 
(TBS ≥ 1,350). Z logaritemsko transformacijo smo v obeh skupinah dosegli normalno 
porazdelitev DTL in homogenost varianc, zato smo razliko v DTL med skupinama lahko 
ugotavljali s parametričnim t-testom dveh neodvisnih vzorcev. Ugotovili smo, da se DTL 
pomenopavznih žensk z degradirano mikroarhitekturo kosti (0,702±0,251) statistično 
značilno ne razlikuje (p = 0,445) od žensk z normalno mikroarhitekturo kosti 
(0,626±0,166). Razlika med aritmetičnima sredinama DTL je bila 0,038 (95 % CI, -0,062 - 
0,138). Kljub statistično neznačilnemu rezultatu, trend kaže, da imajo ženske z normalno 
mikroarhitekturo kosti, v nasprotju s pričakovanji in hkrati v skladu z rezultati testa 
korelacije, krajše telomere v primerjavi s tistimi z degradirano strukturo kosti. Rezultati t-




Slika 9: Primerjava DTL med degradirano in normalno kostno mikroarhitekturo pomenopavznih 
žensk. 
 
Vpliv starosti in ITM na povezavo med DTL in TBS 
Velja, da se s staranjem telomere krajšajo in da kosti postajajo vse bolj lomljive. Prav tako 
ugotavljajo, da bi na krajšanje telomer zaradi povečanega oksidativnega stresa in vnetja, 
lahko vplivala tudi debelost (90). Ta ima zaradi mehanske obremenitve tako pozitiven 
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učinek na kosti kot tudi negativnega zaradi nastalega vnetja (91). Zato smo s testom 
ANCOVA preverili vpliv starosti in ITM, ki smo ga izbrali kot kazalec debelosti, na 
povezavo med TBS in DTL. Z recipročno transformacijo starosti in logaritemsko 
transformacijo ITM, smo dosegli normalno porazdelitev obeh parametrov v skupinah. Za 
obe kovariati velja tudi homogenost regresijskih naklonov. S t-testom dveh neodvisnih 
vzorcev smo ugotavljali neodvisnost starosti in ITM od TBS. Izkazalo se je, da je v našem 
vzorcu TBS neodvisen od starosti (p = 0,595), vendar močno odvisen od ITM (p = 0,000). 
Če pogledamo grafikon kvantilov (slika 10), lahko vidimo, da so preiskovanke z 
degradirano mikroarhitekturo kosti sicer statistično neznačilno starejše in imajo statistično 
značilno višji ITM v primerjavi s tistimi z normalno kvaliteto kosti. 
 
 
Slika 10: Primerjava starosti (levo) in ITM (desno) med pomenopavznimi ženskami z degradirano 
in normalno kostno mikroarhitekturo. 
 
Ob upoštevanju starosti ali ITM se je moč povezave med TBS in DTL precej zmanjšala 
(starost p = 0,614, ITM p = 0,834) in tako ostala statistično neznačilna. Ob upoštevanju 
vpliva starosti je delež pojasnjene variance DTL s TBS bil 0,9 %, medtem ko je delež s 
starostjo pojasnjene variance DTL bil neznaten. Ob upoštevanju vpliva ITM, je delež 
pojasnjene variabilnosti DTL s TBS bil 0,2 % in z ITM 5,3 %. Zaradi kršenja pogoja o 
neodvisnosti kovariate in neodvisne spremenljivke, rezultati testa ANCOVA v primeru 







Preglednica IX: Primerjava DTL med pomenopavznimi  ženskami z degradirano in normalno 
mikroarhitekturo kosti brez in z upoštevanjem starosti ter ITM. 
 degradirana kost normalna kost 
N 15 16 
povprečje 0,702±0,251 0,626±0,166 
Shapiro-Wilk test (p) 0,585*;  0,390** 0,089*;  0,109** 
Levene test enakosti varianc F = 2,941* p = 0,097*; F = 2,302** p = 0,140** 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,445*; p = 0,595** 
razlika v povprečju  0,038 
ANCOVA 
starost 
Shapiro-Wilk (p)** 0,929 0,138 
Levene test enakosti varianc F = 2,302 p = 0,140 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,595 
homogenost regresijskih 
naklonov 
F = 0,021 p = 0,886 
vpliv starosti F = 0,011 p = 0,918 ƞp2 = 0,000 
povezava ob upoštevanju 
starosti 
F = 0,259 p = 0,614 ƞp2 = 0,009 
ANCOVA 
ITM 
Shapiro-Wilk (p)* 0,171 0,108 
Levene test enakosti varianc F = 0,044 p = 0,835 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,000 
homogenost regresijskih 
naklonov 
F = 1,543 p = 0,225 
vpliv ITM F = 1,573 p = 0,220 ƞp2 = 0,053 
povezava ob upoštevanju ITM F = 0,045 p = 0,834 ƞp2 = 0,002 
*logaritemsko transformirani podatki 
**recipročno transformirani podatki 
 
Ker je slabša struktura kosti povezana z zlomi, se naš rezultat ne sklada s študijami, ki 
poročajo, da imajo ženske z zlomi nižji TBS in da naj bi ta imel celo sposobnost 
napovedovanja zlomov (ledvena vretenca, kolk, glavni osteoporozni zlomi) (29, 32, 33, 92, 
93, 94). Študije so trenutno razdvojene glede klinične koristnosti TBS. Večina jih trdi, da v 
populaciji žensk z osteoporozo in brez nje, TBS sicer ne prekaša MKG-LS pri 
napovedovanju zlomov ledvenih vretenc, vendar samo TBS lahko predvidi te zlome v 
skupini žensk, ki nimajo diagnosticirane osteoporoze (32, 92, 95). Sklepamo torej, da je pri 
osteopeničnih ženskah, poškodovana struktura kosti ključni dejavnik za pojav zloma, 
medtem ko spremembe v MKG ne vplivajo pomembno na ta pojav. Za izboljšanje ocene 
napovedi zloma tako priporočajo uporabo TBS skupaj z MKG-LS in kliničnimi dejavniki 
tveganja vključenimi v algoritem FRAX (29, 96). S tem pristopom največ pridobijo 
posamezniki z osteopenijo, saj kot vemo, ima večina tistih, ki doživi zlom vrednost MKG 
v osteopeničnem ali celo zdravem območju (32, 33, 95). Ker je prednost TBS torej ta, da 
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odkrije ženske s tveganjem za zlom, ki so blizu praga osteoporoze, bi v naši raziskavi 
mogoče morali iskati razliko v DTL med bolnicami z degradirano in delno degradirano 
mikroarhitekturo kosti. V nasprotju z zgoraj omenjenimi prepričanji o uporabnosti TBS pri 
prediagnosticiranju preiskovancev, študija (97) ni pokazala klinične koristi za TBS pri 
pomenopavznih ženskah. V tej študiji dodatek TBS k FRAX ni niti izboljšal napovedne 
vrednosti za zlome ledvenih vretenc niti spremenil odločitve glede zdravljenja.  
 
4.5.3. POVEZANOST MED DTL IN MKG  
Definicija osteoporoze po SZO, temelji na vrednosti MKG. MKG je merilo kvantitete 
kosti, ki predstavlja največji delež trdnosti kosti in je prav tako glavni dejavnik tveganja za 
zlom. Zato ni presenetljivo da je MKG najpogosteje uporabljen parameter v študijah 
osteoporoze, vključno s tistimi o povezanosti MKG z DTL.     
V naši raziskavi smo povezavo med DTL in vrednostjo MKG preverjali na treh mestih 
kolka (FN, troch, inter), celotnega kolka, vretenc ledvene hrbtenice, 1/3 radiusa in podlahti. 
To so področja najpogostejših zlomov in zato najpogosteje merjenih mest. Med njimi 
obstajajo razlike v deležu trabekularne in kortikalne kostnine, zaradi česar pride do razlik v 
hitrosti izgubljanja kosti. Tako je možno, da npr. meritev MKG vretenca, ki sestoji iz 
večjega deleža trabekularne kosti, ne odraža najbolje izgubo MKG na mestu kolka, ki 
vsebuje enak delež kortikalne in trabekularne kosti ali izgubo MKG podlahti, katero 
pretežno gradi kortikalna kost (98, 99). Poleg tega k različni hitrosti izgubljanja MKG na 
različnih mestih prispevajo še polimorfizmi genov, ki določajo MKG (100, 101). 
S Pearsonovim testom smo ugotavljali povezavo med DTL in MKG na omenjenih mestih, 
z izjemo podlahti, kjer smo zaradi nenormalne porazdelitve podatkov uporabili 
neparametrični Spearmanov test. Kot kaže preglednica X, med MKG vseh mest in DTL ni 
statistično značilne povezanosti (p > 0,05). Vendar sta Pearsonov in Spearmanov 
koeficient pozitivna (r, ρ > 0) ter kažeta na zelo šibek pozitiven trend med MKG in DTL. 
Njun odnos smo preverili z linearno regresijo, ki je tudi tukaj bil statistično neznačilen (p > 
0,05). Kljub temu se naklon linearne premice (b1 > 0) sklada s testom korelacije in tako 
nakazuje pozitiven vpliv DTL na MKG, z izjemo mesta podlahti, kjer je naklon negativen 
(b1 < 0). Prikaz linearnosti povezave med DTL in MKG merjenih mest se nahaja v prilogi 
B. Na podlagi rezultatov testa korelacije in linearne regresije nismo uspeli dokazati, da so 























r 0,106 0,087 0,081 0,074 0,023  0,050 
p 0,412 0,501 0,530 0,567 0,859  0,698 
Spearmanova 
korelacija 
ρ      0,033  





 0,011 0,008 0,007 0,005 0,001 0,001 0,003 
p 0,412 0,501 0,530 0,567 0,859 0,842 0,698 
b1  0,106 0,041 0,035 0,031 0,011 -0,008 0,022 
b0 1,953 -0,219 0,009 -0,075 -0,055 0,503 -0,214 
 
4.5.4. PRIMERJAVA DTL MED OSTEOPOROZNO IN KONTROLNO SKUPINO 
POMENOPAVZNIH ŽENSK 
Želeli smo preveriti, ali bi DTL lahko služila pri odkrivanju pomenopavznih žensk z MKG 
v osteoporoznem območju. Preiskovanke smo na podlagi T-vrednosti FN, TH, LS in 1/3 
radiusa razdelili v osteoporozno in kontrolno (osteopenija in zdravi) skupino 
pomenopavznih žensk. V klinični praksi velja, da ima preiskovanka osteoporozo, če je T- 
vrednost na katerem koli od teh mest manjša ali enaka -2,5 SD. DTL med izbranima 
skupinama smo nato primerjali s parametričnim t-testom dveh neodvisnih vzorcev. 
Logaritmirane vrednosti DTL znotraj posamezne skupine so se porazdeljevale normalno in 
pri t-testu smo upoštevali rezultate, ki veljajo za nehomogene variance.  
 
 




T-test je pokazal, da se DTL statistično značilno ne razlikuje (p = 0,414) med osteoporozno 
(0,697±,306) in kontrolno (0,727±0,207) skupino pomenopavznih žensk, z razliko med 
povprečnima vrednostima DTL -0,039 (95 % CI, -0,136-0,058). Kljub statistično 
neznačilni razliki, trend kaže, da imajo osteoporozne ženske krajše telomere v primerjavi s 
kontrolno skupino. Rezultati primerjave med osteoporozno in kontrolno skupino so 
prikazani v preglednici XI in razvidni tudi iz grafikona kvantilov (slika 11).  
 
Preglednica XI: Primerjava DTL med osteoporozno in kontrolno skupino pomenopavznih žensk 
brez in z upoštevanjem starosti ter ITM. 
 osteoporoza kontrola 
N 19 43 
povprečje 0,697±0,306 0,727±0,207 
Shapiro-Wilk test (p)* 0,379 0,051 
Levene test enakosti varianc F = 7,144 p = 0,010 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,414 
razlika v povprečju  -0,039 
ANCOVA 
starost 
Shapiro Wilk (p)* 0,153 0,350 
Levene test enakosti varianc F = 0,128 p = 0,722 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,022 
homogenost regresijskih naklonov F = 9,961 p = 0,331 
vpliv starosti F = 1,048 p = 0,310 ƞp2 = 0,017 
povezava ob upoštevanju starosti F = 1,487 p = 0,228 ƞp2 = 0,025 
ANCOVA 
ITM 
Shapiro Wilk (p)* 0,749 0,240 
Levene test enakosti varianc F = 2,142 p = 0,149 
t-test dveh neodvisnih vzorcev p = 0,577 
homogenost regresijskih naklonov F = 0,367 p = 0,547 
vpliv ITM F = 0,790 p = 0,378 ƞp2 = 0,013 
povezava ob upoštevanju ITM F = 0,800 p = 0,375 ƞp2 = 0,013 
        *logaritmirane vrednosti  
 
Vpliv starosti in ITM na povezavo med DTL in MKG 
Tudi tukaj smo s statističnim testom ANCOVA preverili vpliv starosti in ITM na povezavo 
med DTL in MKG. Logaritmirani podatki o starosti in ITM so se v obeh skupinah 
porazdeljevali normalno in pogoj o homogenosti regresijskih naklonov obeh kovariat je bil 
izpolnjen. S t-testom dveh neodvisnih vzorcev smo uspeli pokazati neodvisnost MKG od 
ITM (p = 0,577), vendar ne od starosti (p = 0,022). Iz grafikona kvantilov (slika 12) je 
razvidno, da so osteoporozne pomenopavzne ženske statistično značilno starejše in imajo 
statistično neznačilno nižji ITM v primerjavi s kontrolo.  
 47 
 
Kot kaže test ANCOVA se je pri upoštevanju starosti in ITM razlika v DTL med 
skupinama povečala (starost p = 0,228, ITM p = 0,375), vendar še vedno ne dovolj, da bi 
dosegla statistično značilnost. Pri upoštevanju vpliva starosti je 2,5 % variabilnosti DTL 
bilo pojasnjene z MKG, 1,7 % pa s starostjo. V primeru upoštevanja ITM je delež 
pojasnjene variance DTL tako z MKG kot ITM bil 13 %. Zaradi kršenja pogoja o 
neodvisnosti kovariate in neodvisne spremenljivke, rezultati testa ANCOVA v primeru 
upoštevanja vpliva starosti na povezavo med DTL in TBS, niso zanesljivi. Rezultati testov  
ANCOVA so prikazani v preglednici XI. 
 
 
Slika 12: Primerjava starosti (levo) in ITM (desno) med osteoporozno in kontrolno skupino 
pomenopavznih žensk. 
 
Naši rezultati se skladajo z ugotovitvami Sanders (63), Tang (64), Nielsen (65) in 
Kveiborg (66), ki prav tako niso uspeli potrditi povezave med DTL in MKG. Sanders in 
sodelavci so izvedli obsežno študijo, v katero je bilo vključenih 2750 žensk (52 %) in 
moških starih 70-79 let, črne in bele (59 %) rase. Analize so izvajali ločeno za oba spola. S 
pomočjo qPCR niso našli povezave med DTL in MKG (FN in TH), niti s spremembo 
MKG čez 1, 3 in 5 let, osteoporozo, zlomi ali z zlomom v 7 letih. Rezultat se ni spremnil 
po upoštevanju starosti, rase, kajenja in drugih zdravstvenih karakteristik. Kavkazijska rasa 
je bolj dovzetna za krajše telomere za razliko od črne rase (102), kar je lahko tudi razlog, 
da Sanders ni našel povezave. Tang in sodelavci so podobno kot Sanders v svojo raziskavo 
vključili 1867 starejših (>65 let) preiskovancev obeh spolov (48,4 % žensk), vendar 
rumene rase. Tudi oni so analize izvajali ločeno glede na spol. Z uporabo qPCR niso našli 
povezave med DTL in MKG (FN, TH) pred in po upoštevanju kovariat (med drugim tudi 
starost in ITM). Prav tako niso našli povezave s spremembo MKG (FN, TH) po 4 letih. 
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Naša raziskava se od teh dveh razlikuje v tem, da smo preučevali samo ženske bele rase, na 
veliko manjšem vzorcu in z manj vključenih kovariat ter da smo povezavo iskali na večih 
mestih, ne pa tudi s spremembo MKG in z zlomi. Dve študiji sta v primerjavi z ostalima 
dvema povezavo preverjali še na mestu LS, vključili preiskovance širšega starostnega 
razpona, vendar so tako kot mi, raziskavo izvajali le na ženskah. Na 460 preiskovankah 
(25-93 let), Nielsen in sodelavci s qPCR niso našli povezave med DTL in MKG (LS, FN, 
TH) pred in po upoštevanju kovariat (med drugim tudi starosti in ITM). Rezultat se ni 
spremenil tudi po izločitvi premenopavznih žensk (7,2 %). S to študijo imamo največ 
podobnosti, saj je razlika samo v velikosti vzorca, starostnem razponu, številu kovariat in v 
naši raziskavi smo povezavo preverjali tudi na podlahti. Študija Kveiborga in sodelavcev je 
edina izmed študij, katerim ni uspelo potrditi povezave, ki je uporabila metodo TRF. V 
primerjavi z nami, so študijo izvedli na manjšem številu ženskih preiskovank (N = 44), 
vendar z večjim starostnim razponom (20-81 let). Preiskovanke so razdelili v tri skupine: 
mlade (20-26 let), starejše (48-85 let) in osteoporozne (prisotnost vsaj enega zloma 
vretenca, 52-81 let). Niso dokazali razlike v DTL med osteoporoznimi in enako starimi 
zdravimi preiskovankami, prav tako niso našli povezave med MKG (LS, FN) in DTL, pri 
čemer niso upoštevali nobenih kovariat.  
Po drugi strani obstajajo tri študije, ki so našle povezavo med MKG in DTL. Valdes in 
sodelavci (60) so izmed vseh študij povezavo preverjali na največ mestih. V raziskavo so 
vključili 2150 žensk dvojčic starih 18-79 let, od katerih jih je polovica bila 
pomenopavznih. Z metodo TRF so povezavo z DTL našli na treh mestih (FN, LS in 
podlaht). Po upoštevanju kovariat (starost, ITM, menopavzni status, kajenje, hormonska 
nadomestna terapija) povezava na mestu FN ni bila več statistično značilna. Dokazali so 
tudi, da imajo zdrave ženske statistično značilno daljše DTL v primerjavi s tistimi z vsaj 
dvema osteoporoznima mestoma, medtem ko razlika v DTL z skupino z enim 
osteoporoznim mestom ni dosegla statistične značilnosti. Vendar je ta postala statistično 
značilna, ko so hipotezo preiskušali samo na pomenopavznih ženkah (>50 let) in ko so v 
statistični model kot kovariato, vključili kazalec vnetja-CRP. V primerjavi s to študijo, smo 
imeli manjši vzorec, ožje starostno območje, manj vključenih kovariat in DTL smo merili s 
qPCR. qPCR so v svoji študiji uporabili tudi Tao in sodelavci (61) in povezavo preučevali 
pri 1017 moških in žensk rumene rase, starejših od 60 let. Pri tem so vse analize izvajali 
ločeno za oba spola. Z upoštevanjem kovariat (starost, ITM, starost ob meni in menarhi, 
pitje alkohola in kajenje) je povezava med DTL in MKG (FN) bila statistično značilna 
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samo pri ženskah mlajših od 60 let. Prav tako so kratke telomere bile povezane z večjim 
tveganjem za osteoporozo (na LS mestu) samo pri ženskah med 60-65 letom. Naša 
raziskava se od te razlikuje v velikosti vzorca, rasi, številu preiskovanih mest in kovariat 
vključenih v statistični model. Rezultati Tao-a med drugim tudi kažejo, da se vloga DTL za 
napovedovanje izgube MKG med spoloma razlikuje, saj pri moških povezave niso našli. 
Bekaert in sodelavci (62) so na vzorcu 110 starejših moških (71-80 let) dokazali nasprotno. 
Z metodo TRF in upoštevanjem vpliva let so pokazali, da DTL sicer ni statistično značilno 
povezana z MKG na mestu podlahti in FN, je pa povezana s spremembo MKG podlahti po 
4 letih. Pri tem je do največje izgube MKG prišlo pri posameznikih z najkrajšo DTL. 
Ugotovili so tudi, da so posamezniki z zlomom v povprečju imeli krajše telomere, vendar 
je bila povezava statistično neznačilna.  
Kot lahko vidimo, so obstoječi podatki o povezavi med DTL in osteoporozo 
nekonsistentni. Večina študij, vključno z našo, ni našla povezave. Zaradi razlik v velikosti 
vzorca, spolu, starostem razponu, rasi, ki je povezana z genskimi polimorfizmi in 
drugačnim načinom življenja (izpostavljenost soncu, vnos kalcija) ter zaradi različne 
metodologije dela, so te študije težko primerljive. Vzorec-levkociti so pomemben vir razlik 
v izmerjeni DTL med študijami. DTL predstavlja namreč povprečno dolžino precej 
heterogene populacije celic z različno DT in hitrostjo krajšanja. Limfociti imajo krajše 
telomere, hitrejšo stopnjo krajšanja telomer in daljšo življenjsko dobo v primerjavi z 
granulociti, pri tem pa obstajajo tudi razlike v DT med podpopulacijami limfocitov (68, 
103). Pri merjenju DTL in ugotavljanju povezave z osteoporozo bi tako bilo smoterno 
upoštevati tudi deleže podpopulacij levkocitov, česar nismo zasledili pri nobeni od 
omenjenih študij. Na težjo primerjavo med študijami zaradi razlik v DTL, ki so posledica 
različne metodologije dela, lahko vplivajo tudi temperatura shranjevanja odvzete krvi pred 
izolacijo DNA (občutljivost telomer na oksidativne poškodbe), metoda izolacije DNA 
(DTL izolirana s kolonami je krajša kot s tehniko kloroform etanol ali z izsoljevanjem), čas 
do izvedbe meritve DTL in koncentracija ter temperatura shranjevanja izolirane DNA 
(103, 104, 105, 106). Prav tako so študije težje primerljive zaradi modifikacije originalnega 
qPCR protokola (koncentracija in zaporedje oligonukleotidnih začetnikov, referenčni gen, 
vrsta DNA-polimeraze in pufra, ciklični termostat), različnih pristopov pri statistični 
analizi, predvsem pa zaradi metode merjenja DTL (100, 105). Skoraj vse raziskave, kjer so 
uporabili metodo TRF, so našle povezavo med DTL in MKG (60, 62). Izjema je študija 
(66), kjer so hipotezo testirali na majhnem vzorcu (44 preiskovank). Zaradi vključitve 
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subtelomerne regije, TRF preceni povprečno DTL. Poleg tega DTL izmerjena s TRF lahko 
variira zaradi polimorfnih mest v subtelomerni regiji in uporabe različnih restrikcijskih 
encimov med študijami. Po drugi strani, qPCR poda relativno DT in ima večji CV (10 %) 
(68, 70). Zaradi tega in z upoštevanjem velike variabilnosti DTL med posamezniki, težje 
zaznamo šibko povezavo. 
Menimo, da je premajhen vzorec glavni razlog zakaj nam ni uspelo najti povezave med 
DTL in staranjem kosti. To je razvidno tudi iz širokega razpona intervalov zaupanja, ki se 
med seboj prekrivata (slika 9 in 11), zaradi česar je težko zaznati razliko med 
preučevanima skupinama (107). Drugi razlog, da nismo potrdili hipoteze, bi lahko bila tudi 
klasifikacija pomenopavznih žensk. Kot smo že omenili, bi mogoče z razdelitvijo 
preiskovank v skupini z degradirano in delno degradirano mikroarhitekturo kosti lažje 
zaznali razliko v DTL med skupinama, saj ima TBS večjo moč odkrivanja bolnikov blizu 
praga osteoporoze. Prav tako je pri ugotavljanju sposobnosti DTL pri odkrivanju 
osteoporoznih žensk, naša spremenljivka bila dihotomna (osteoporoza/kontrola), medtem 
ko so v študiji Valdes (60) osteoporozne ženske razvrstili ordinalno (0, 1 in +2 
osteoporoznih mest). Možno je tudi, da je naš test imel manjšo moč detekcije razlike v 
DTL med skupinami, ker nismo vključili še drugih kovariat, ki pomembno vplivajo na 
razvoj osteoporoze in/ali krajšanje telomer ter katere so uporabili tudi v študijah, ki so 
dosegle statistično značilnost povezave. Poleg ITM in starosti bi tako lahko vključili še, 
starost ob meni in menarhi, pitje alkohola, kajenje in CRP. Sklepamo tudi, da je eden 
izmed razlogov, da nismo našli povezave med DTL in staranjem kosti, visoko in hkrati 
ozko starostno območje. Največje interindividualne razlike v DTL naj bi namreč bile 
opazne ob rojstvu ali v prvih nekaj letih in se nato s staranjem zmanjšujejo. Poleg tega naj 
bi DT s starostjo negativno korelirala do 75. leta, od takrat naprej pa je vidna pozitivna 
korelacija z leti (56, 67). Po drugi strani, ker je starost povezana s krajšimi telomerami, 
nizko MKG in TBS ter večjim tveganjem za zlom, je vpliv starosti pri nas toliko manjši in 
je tako možnost, da najdemo resnično povezavo med DTL in osteoporozo večja. Poleg tega 
mislimo, da so zaradi take izbire vzorca naši rezultati klinično bolj relevantni, saj smo 
hipotezo preverjali na populaciji, ki ima največje tveganje za osteoporozo in zlome 
(pomenopavzne ženske).  
 
Na podlagi dosedanjih študij je še prezgodaj delati zaključke o povezavi med DTL in 
osteoporozo bodisi zaradi omenjene težje primerljivosti med študijami ali ker je večina 
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preučevala povezavo samo preko MKG, največkrat z upoštevanjem MKG kolka. Čeprav 
ima zlom kolka največje posledice za človeka, so zaradi različne kostne sestave in s tem 
hitrosti izgubljanja kosti, pomembna tudi druga mesta. Res je tudi, da je MKG glavni 
dejavnik tveganja za osteoporozni zlom, ne pa tudi edini. Torej četudi bi povezava med 
DTL in MKG resnično obstaja, ni nujno, da je to tudi pokazatelj tveganja za zlom. V 
primeru, da bi DTL korelirala tudi s kvaliteto mikroarhitekture kosti, ki je poleg MKG 
drugi pomemben dejavnik trdnosti kosti, bi naša ocena tveganja za zlom postala bolj točna. 
Zato bi bile potrebne študije, ki bi preverile povezavo med DTL in TBS ter tako potrdile 
ali ovrgle naše rezultate. Da bi povezavo med DTL in osteoporozo podrobneje preučili, bi 
bilo dobro se prepričati, da DTL merjena s trenutnimi tehnikami resnično prikazuje 
dogajanje v kosteh. Ideja, da bi DTL lahko odražala stanje kostnih celic, izhaja iz tega, da 
levkociti in osteoklasti izvirajo iz skupnega prednika, hematopoetske matične celice. 
Glavni vzrok za senilno osteoporozo pa je disfunkcija osteoblastov, ki nastanejo iz 
mezenhimskih matičnih celic. Zato bi bilo potrebno ugotoviti, ali krajšanje DT v levkocitih 
korelira s krajšanjem DT v osteoblastih. Prav tako bi verjetno namesto povprečne DTL 
merjene s qPCR ali TRF, bilo dobro ovrednotiti tudi najkrajše telomere, saj te vodijo v 
senescenco in s časom v zmanjšano sposobnost obnove tkiva. Poleg tega, ker gre za 
majhne spremembe v DT, so tako pri merjenju DTL kot ocenjevanju trdnosti kosti 
natančne in ponovljive metode še toliko bolj pomembne. Lahko se pa rešitev skriva v 
pravih koncih telomer, G-previsih. Kot kaže študija (108), naj bi ta bolje koreliral z 
boleznijo kot sama DT. DT je tudi močno prepletena s številnimi dejavniki, ki vplivajo na 
njeno dolžino. Poleg tega ne vemo zagotovo, kako velik je njihov vpliv, niti kako se 
spreminja skozi obdobja človeka. Zato je tudi po vključitvi teh faktorjev v statistični 
model, težko reči, kaj pravzaprav merimo v tistem trenutku. Pri ugotavljanju pomena 
posameznih dejavnikov in odkrivanju novih verjamemo, da bo veliko pripomoglo 
odkrivanje genetskih variant, povezanih s telomerami in osteoporozo. Menimo, da bi še 
večji pregled nad dogajanjem v kosteh imelo iskanje povezave DTL z osteoporoznimi 









Cilj magistrske naloge je bil preučiti povezanost dolžine telomer v levkocitih z 
osteoporoznima kazalcema mineralno kostno gostoto in kazalcem kvalitete trabekularne 
kosti pri slovenskih pomenopavznih ženskah. Ugotovili smo: 
 Dolžina telomer v levkocitih ni statistično značilno povezana s kazalcem kvalitete 
trabekularne kosti. Nakazan je šibek negativen trend med dolžino telomer v levkocitih 
in kazalcem kvalitete trabekularne kosti (ρ = -0,023, p = 0,862). 
 Dolžina telomer v levkocitih se statistično značilno ne razlikuje med pomenopavznimi 
ženskami z degradirano in normalno mikroarhitekturo kosti pred in po upoštevanju 
indeksa telesne mase (p = 0,834) in starosti (p = 0,614). Trend kaže, da imajo ženske z 
degradirano strukturo kosti (0,702 ± 0,251) v povprečju daljše telomere kot tiste z 
normalno (0,626 ± 0,166). 
 Dolžina telomer v levkocitih ni statistično značilno povezana z mineralno kostno 
gostoto na mestu kolka, ledvene hrbtenice, podlahti in 1/3 radius. Na vseh mestih je 
nakazan šibek pozitiven trend med dolžino telomer v levkocitih in mineralno kostno 
gostoto (vrat stegnenice (r = 0,106, p = 0,412), trohanter (r = 0,087, p = 0,501), 
intertrohanter (r = 0,081, p = 0,530), celoten kolk (r = 0,074, p = 0,567), ledvena 
hrbtenica (r = 0,023, p = 0,859), podlaht (ρ = 0,033, p = 0,798), 1/3 radius (r = 0,050, p 
= 0,698)). 
 Dolžina telomer v levkocitih se statistično značilno ne razlikuje (p = 0,414) med 
osteoporozno in kontrolno skupino pomenopavznih žensk pred in po upoštevanju 
indeksa telesne mase (p = 0,375) in starosti (p = 0,228). Trend kaže, da imajo 
osteoporozne ženske (0,697 ± 0,306) v povprečju krajše telomere kot kontrolna 
skupina (0,727 ± 0,207). 
 
Naša hipoteza, da je dolžina telomer v levkocitih povezana z mineralno kostno gostoto in 
kvaliteto trabekularne kosti pri pomenopavznih ženskah, ostaja nepotrjena. Kljub temu se 
nakazan pozitiven trend sklada s študijami, ki so preučevale povezavo med mineralno 
kostno gostoto in dolžino telomer v levkocitih. Čeprav nobena študija do danes še ni 
preverjala povezanosti dolžine telomer v levkocitih s kazalcem kvalitete trabekularne kosti, 
so rezultati nepričakovani. Sklepamo, da bi za določitev resnične povezanosti med dolžino 
telomer v levkocitih in mineralno kostno gostoto ter kazalcem kvalitete trabekularne kosti 
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bilo potrebno ugotoviti, ali je krajšanje telomer v osteoblastih in levkocitih primerljivo in 
ali senescenco osteoblastov povzroči najkrajša telomera. Potrebne bi bile večje študije, ki 
bi na vseh mestih najpogostejših osteoporoznih zlomov spremljale povezavo dolžine 
telomer v levkocitih s spremembo kazalca kvalitete trabekularne kosti in mineralne kostne 
gostote tekom časa, in katere bi preučevale povezavo med dolžino telomer v levkocitih in 
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PARAMETER N povprečje SD min max mediana Q1 Q3 Skewness Kurtosis Shapiro 
Wilk 
test (p) 
starost 62 66,77 9,757 50 88 66,50 58,00 74,50 0,227 -0,952 0,107* 
ITM 62 26,914 4,781 18,0 42,7 26,000 24,000 30,250 0,559 0,934 0,443* 
T/S 62 0,718 0,239 0,329 1,364 0,718 0,502 0,895 0,497 -0,351 0,113* 
MKG-FN 62 0,685 0,114 0,504 1,019 0,659 0,603 0,768 0,695 0,018 0,268* 
MKG-troch 62 0,602 0,095 0,361 0,947 0,592 0,541 0,681 0,571 1,710 0,345* 
MKG-inter 62 1,017 0,149 0,640 1,503 1,018 0,927 1,093 0,452 1,324 0,459* 
MKG-TH 62 0,839 0,122 0,534 1,274 0,836 0,761 0,910 0,645 1,944 0,542* 
MKG-LS 62 0,889 0,142 0,549 1,187 0,885 0,796 0,980 -0,050 -0,115 0,232* 
MKG-podlaht 62 0,497 0,077 0,263 0,663 0,491 0,440 0,552 -0,292 0,286 0,853 
MKG-1/3podlaht 62 0,612 0,085 0,367 0,783 0,607 0,556 0,680 -0,317 0,035 0,051* 
TBS 58 1,276 0,122 0,932 1,500 1,289 1,181 1,361 -0,519 0,160 0,369 
DTL_osteoporoza 19 0,697 0,306 0,329 1,364 0,553 0,473 0,897 0,790 -0,210 0,379* 
DTL_kontrola 43 0,727 0,207 0,414 1,191 0,723 0,414 0,894 0,262 -0,982 0,051* 
Starost_osteoporoza 19 71,000 9,351 57 86 71,000 61,000 79,000 -0,149 -1,273 0,153* 
Starost_kontrola 43 64,910 9,441 50 88 64,000 58,000 70,000 0,423 -0,592 0,350* 
ITM_osteoporoza 19 26,526 5,440 18,0 37,0 26,000 21,000 31,000 0,373 -0,705 0,749* 


























16 23,875 3,4424 18,0 31,0 24,500 20,750 26,000 -0,182 0,245 0,108** 
konc_PK 42 428,740 646,742 64,3 4193,9 245,450 165,675 450,075 5,089 29,306 0,000 
konc_BC 20 440,525 261,705 90,0 1286,8 416,950 276,000 499,600 2,029 5,460 0,001 
A260/280_PK 42 1,838 0,049 1,70 1,93 1,850 1,815 1,870 -0,878 0,584 0,008 
A260/280_BC 20 1,848 0,020 1,82 1,91 1,850 1,840 1,858 1,289 3,916 0,009 
A260/230_PK 42 1,666 0,280 1,07 2,15 1,680 1,448 1,910 -0,334 -0,654 0,233 
A260/230_BC 20 2,051 0,172 1,56 2,28 2,075 1,950 2,178 -1,377 2,276 0,023 
 
*logaritmirani podatki 
**recipročni podatki 
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